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Resumé 
Akvakultur, dyrkning af akvatiske organismer herunder fisk under kontrollerede forhold, er en industri 
der i disse år undergår en stor udvikling og forventes at overstige kommerciel fangst i 2015. Effektiv 
dyrkning af fiskeyngel kræver foder med den rette sammensætning af næringsstoffer, blandt andet de 
essentielle aminosyrer. Levendefoder udgør en vigtig næringskilde til fiskeyngel og traditionelt har især 
saltsøkrebs (Artemia) og hjuldyr (Brachionus spp) været anvendt. I naturen indgår copepoder dog i 
diæten af langt de fleste fiskelarver, hvilket har medført en stigende interesse for brugen af copepoder i 
fiskeopdræt. En vigtig parameter for velegnetheden for copepoder som foder til fiskeyngel er deres 
aminosyreprofil, især af de letoptagelige frie aminosyrer. Det formodes at aminosyreprofilen i 
copepoder påvirkes af en række faktorer, herunder fodring med mikroalger, men der mangler specifik 
viden om hvorvidt det er tilfældet og i hvilken grad aminosyreprofilen påvirkes. I dette projekt 
undersøges det hvordan forandring af copepoders næringskilde påvirker deres indhold af de vigtige frie 
aminosyrer. Dette sker ved at fodre copepod nauplii af arten Acartia tonsa med forskellige stammer af 
mikroalger og måle aminosyreindholdet i de opfodrede copepoder. Specifikt bestemmes 
aminosyreprofilen af 6 stammer af mikroalger (T. weissflogii, Rhodomonas sp. CCAP 995/5, K-1487, K-
0435, LB-2703 samt K-0294), hvoraf 3 udvælges (T. weissflogii, CCAP 995/5 og K-1487) til et 
fodringseksperiment af copepoden Acartia tonsa over syv dage. Ved forsøgets start, samt på dag 2, 4 og 
7 bestemmes aminosyreprofilen af copepoderne. Aminosyreprofilen bestemmes ved hjælp af HPLC-
fluorescens. Resultaterne viser at aminosyreprofilen varierer signifikant mellem stammerne af 
mikroalger, men er også tydeligt påvirkelig af dyrkningsomstændighederne. For copepoderne 
rapporteres dyrkningsvanskeligheder for fodring med mikroalgen T. weissflogii og for stammerne 
Rhodomonas sp. CCAP 995/5 og K-1487 indikerer eksperimentet variation af de essentielle aminosyrer 
samt et generelt højere indhold af de frie aminosyrer for copepoder dyrket på stammen K-1487. 
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Abstract (English) 
Aquaculture, the breeding aquatic organisms’ hereunder fish under controlled circumstances, is an 
industry which undergoes a fast development and it is expected to eclipse commercial fishing by 2015. 
Effective growing of fish larva requires fodder with the right distribution of nutrients in particular the 
essential amino acids. Live feed is an important source of nutrients to fish larva and traditionally Artemia 
and Brachionus spp have been used. In nature, many species of fish larva feed on copepods which have 
led to an increased interest in copepods for fish production. An important parameter for the utility of 
fodder is the amino acid profile; in particular the easily digestible free amino acids. It is expected the 
amino acid profile in copepods is affected by many factors, amongst other things the feeding of 
copepods with microalgae, however there is a general lack of knowledge if and by how much the amino 
acid profile is affected. This project examines how the change in the copepods fodder changes their 
content of the important free amino acids. This is carried out by feeding copepods of the species Acatia 
tonsa with different strains of the microalgae Rhodomonas spp and measuring their amino acid profile. 
In particular, the amino acid profile of 6 strains of microalgae (T. weissflogi, and Rhodomonas sp. CCAP 
995/5, K-1487, K-0435, LB-2703 and K-0294) is determined and of these three (T. weissflogi , CCAP 995/5 
and K-1487) are chosen for a feeding experiment of the copepod Acartia tonsa over a period of 7 days.  
At the beginning and at day 2, 4 and 7 the amino acid profile of the copepods is determined by HPLC-
fluorescence. It is determined that the amino acid profile varies significantly between strains of 
microalgae but that it also  depends on their growing conditions. For the copepods it is found the nauplii 
fed on T. weissflogi has difficulties growing and for the nauplii fed with Rhodomonas sp. CCAP 995/5 and 
K-1487 the experiment indicates a possible variation of the essential amino acids as well as a higher 
total amount of amino acids in the copepods fed on the strain K-1487.  
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Introduktion 
Befolkningstilvækst og stigning i velstand har øget den globale efterspørgsel på fisk til menneskeføde. 
Dette står i kontrast til at den samlede kommercielle fangst fra havene har været stagneret siden 
1990erne og det anslås at 90 % af verdens fiskebestande enten udnyttes til grænsen eller overfiskes 
[Moffitt & Cajas-Cano, 2014]. Ifølge den seneste rapport fra FAO (The State of World Fisheries and 
Aquaculture, 2014) er 2015 et skelsættende år, idet akvakultur produktion af fisk til menneskeføde 
forventes at overstige den kommercielle fangst. Der er derfor et stigende internationalt behov for at 
fremme akvakultur produktion.  
Akvakultur antager mange former. Fra indgreb i naturlige habitater (æstuarier, mangrover, floder, og 
lignende) til at fremme produktionen af specifikke arter (såkaldt ekstensiv produktion) til mere 
kontrollerede, højproduktive former i kunstige bassiner o.l., hvor der i højere grad er kontrol med alle 
væsentlige procestrin og parametre (intensiv produktion). De potentielle fordele ved den intensive 
produktionsform er mindre afhængighed af naturlige habitatforhold og påvirkning af disse. Ulempen er, 
at intensiv produktion generelt kræver et højere vidensniveau og investering at etablere, hvilket har 
tilbageholdt produktionen af flere kommercielt interessante arter [Moffitt & Cajas-Cano, 2014]. 
Et af de kritiske punkter i den intensive fiskeproduktion er fødevalg og udbytte af de yngre stadier. Af 
årsager der vil blive berørt senere kræver nyklækkede fiskelarver oftest levendefoder. Der er i dag to 
dominerende typer levendefoder, saltsøkrebs (Artemia spp) og hjuldyr (Brachionus spp). På trods af 
deres betydelige succes til yngelproduktion har studier vist ernæringsmæssige mangler ved disse 
fodertyper. Dette drejer sig specielt om essentielle omega-3 fedtsyrer (DHA og EPA)1, samt visse 
aminosyrer, vitaminer og mineraler [Conceição et al., 2010]. Opgradering af saltsøkrebs og hjuldyrs 
næringsmæssige kvalitet er udbredt, ved optimering af fodersammensætningen eller 
berigelsesmetoder.  Opgradering af det essentielle fedtsyreindholdet risikerer dog at ske på bekostning 
af proteinindholdet [Conceição et al., 2010].  
Sammenlignet med saltsøkrebs og hjuldyr har copepoder ofte en bedre næringsprofil i forhold til 
indholdet af aminosyrer og de essentielle fedtsyrer DHA og EPA, hvilket har ført til anbefaling af 
copepoder som et fornuftigt alternativ i akvakultur produktion [Conceição et al., 2010; Drillet et al., 
2011; Evjemo et al., 2003]. Som en af de mest udbredte dyr på jorden er der desuden mange arter at 
vælge imellem og de er i modsætning til saltsøkrebs og hjuldyr naturlige fødeemner for mange marine 
fiskelarver [Mauchline, 1998]. 
En copepodart der har vist sig særlig interessant er Acartia tonsa. Muligheden for intensiv produktion og 
muligheden for at producere langtidsholdbare hvileæg åbner de samme muligheder som for Artemia 
(der kan producere cyster) og gør Acartia tonsa specielt industrielt spændende. Acartia tonsa er også 
genstand for et nyligt studie udført i samarbejde med Københavns Universitet og Roskilde universitet 
[Abate et al., 2015] der påpeger dens industrielle relevans og Acartia tonsa vil derfor genstand for denne 
opgave.  
                                                          
1
 DHA=Docosahexaensyre, EPA=Icosapentaensyre 
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Industriel relevant produktion hvor fiskelarver af pighvar blev opfodret med copepoder blev studeret af 
[Abate et al., 2015], et konceptuelt diagram af produktionscyklussen kan ses i Figur 1. Som det fremgår, 
adskiller produktionen med copepoder sig fra traditionel levendefoder ved at copepoder bruges i alle 
larvens stadier og der rapporteredes desuden økonomiske fordele og en bedre kvalitet af det opfodrede 
fiskeyngel.  
 
Figur 1; Konceptuelt diagram for opdyrkning af pighvarlarve. I øverste række opdræt på traditionelt levendefoder (hjuldyr og 
Artemia) og i midterste ved brug af copepoder. Nederste række viser pighvarlarvens stadier. Adapteret fra [Abate et al., 
2015]. 
For at optimere produktionsparametrene af fiskeyngel opfodret på copepoder kræves viden om 
copoders næringsprofil. I dette projekt vil der fokuseres på indholdet af de frie aminosyrer der, som 
beskrevet senere, er særligt relevante for fiskeyngel. Projektet vil udgøre et tidligt studie af hvordan 
næringsprofilen, som målt på indholdet af frie aminosyrer, af nauplii af copepoden Acatia tonsa ændres, 
når den opfodres med forskellige arter af mikroalger. Dette projekt er knyttet til IMPAQ projektet2, en 
multidisciplinær forskningsalliance med formål at udvikle levendefoder i form af copepoder for dambrug 
til brug i både i Danmark og i udlandet.  
For at opstille relevante forskningsspørgsmål vil der i det følgende kort opridses relevant biologisk viden 
om mikroalger, fiskeyngel og copepoder samt tidligere aminosyrestudier af copepoder. 
  
                                                          
2
 Se http://www.impaq.ruc.dk 
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Fiskelarvers aminosyrebehov 
Ørred og laks (salmonidae) samt havkat (anarhichadidae) er blandt de få fiskearter der kan opdrættes 
udelukkende på formuleret føde. Deres fiskelarver er præcociale, hvilket betyder, at de fra første 
fødeindtagelse har et veludviklet fordøjelsessystem [Bengtson, D. A., Kap. 1 i Støttrup & McEvoy, 2003]. 
Dette efterlader en stor gruppe kommercielt vigtige fiskearter - hvis larver er altrikale - som har et 
underudviklet tarmsystem og kræver levendefoder i den første periode. Som vist i eksemplet med 
Maximus’ pighvarproduktion i Figur 1 foretrækkes det ofte at skifte til færdigformuleret foder når 
tarmsystemet er mere udviklet.  
I Figur 2 (adopteret fra [Rønnestad et al., 1999]) illustreres vigtige aspekter af fiskeyngels fødeoptag 
eksemplificeret ved stribet havaborre (Morone saxatilis). Op til omkring dag 20 har tarmen endnu ikke 
udviklet det rette miljø for effektiv denaturation og hydrolysering af indtagne proteiner til aminosyrer på 
grund af begrænset sekretion af saltsyre og pepsin, se venstre søjle af Figur 2.  
Som følge heraf ses det i højre søjle af Figur 2 at absorptionen af de frie aminosyrer er langt større end 
absorptionen af polypeptider og proteiner og fødens indhold af (de letoptagelige) frie aminosyrer er 
derfor af stor vigtighed for fiskeyngelens trivsel [Rønnestad et al., 1999; Rønnestad, 2003; Conceição et 
al., 2003].  
 
Figur 2: Udviklingsmæssige ændringer i fysiologi knyttet til fordøjelse for stribet havaborre (Morone saxatilis). Modificeret 
fra Rønnested et al, (1999). Øverste og nederste venstre grafer viser udvikling i pH og fordøjelsesenzymaktivitet (pepsin og 
trypsin) op til 50 dage efter klækning. Øverst højre graf; Optagelse (procent absorption) af frie aminosyrer, polypeptider og 
proteiner fra dag 20 til 50. Grafen nederst til højre er en model for optagelsen af aminosyrer fra proteiner.  Som det fremgår 
af figuren tager det flere uger før tarmsystemet er udviklet til effektivt at optage aminosyrer fra proteiner, hvorfor frie 
aminosyrer udgør en væsentlig næringskilde i denne periode. 
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det især vigtigt at dække behovet for de essentielle aminosyrer, da de ikke kan syntetiseres de novo. 
Tabel 1 viser hvilke aminosyrer der er essentielle og ikke-essentielle for fiskelarver [Wu, 2009] (se også 
[Wilson & Halver, 1986]). Hvis behovet for en ikke-essentiel aminosyre væsentligt overstiger optagelsen 
gennem kosten kan manglen blive hæmmende for væksten. Derved indføres gruppen ”betinget 
essentielle” efter kolonne tre Tabel 1 [Li et al., 2009]. 
Tabel 1; Essentielle og ikke-essentielle aminosyrer i fisk efter [Wu, 2009] og betinget essentielle aminosyrer efter [Li et al., 
2009]. 
Ikke-essentielle Essentielle Betinget essentielle 
Alanin (Ala) Arginin (Arg) Cystein (Cys) 
Asparagin (Asn) Histidin (His) Glutaminsyre (Glu) 
Asparaginsyre (Asp) Isoleucin (Ile) Hydroxyprolin (HyPro) 
Cystein (Cys) Leucin (Leu) Prolin (Pro) 
Glutamin (Gln) Lysin (Lys) Taurin (Tau) 
Glutaminsyre (Glu) Methionin (Met)  
Glycin (Gly) Phenylalanin (Phe)  
Prolin (Pro) Threonin (Thr)  
Serin (Ser) Tryptophan (Trp)  
Taurin (Tau) Valin (Val)  
Tyrosin (Tyr)   
 
Aminosyrebehovet for fiskeyngel har været genstand for flere undersøgelser. To specifikke eksempler 
kan gives: 
I [Conceição et al., 1997] blev aminosyremetabolisme og væksten af pighvarlarver (Scophthalmus 
maximus) undersøgt. Der blev observeret en positiv korrelation mellem koncentrationen af fri taurin og 
larvernes vækst. Nedsat vækst blev kædet sammen med lavt indhold af methionin i Artemia som 
fødekilde. I [Karlsen et al., 2015] blev fiskelarver af atlantisk torsk opfodret med Artemia, hvilket 
resulterede i nedsat vækst og udvikling sammenlignet med larver opfodret på naturligt zooplankton, 
hvilket blev tillagt et lavere indhold af protein og taurin i Artemia.  
 
For at konkludere fremgår det således at fiskeyngel i de tidlige stadier typisk har et underudviklet 
tarmsystem der vanskeliggør optagelse af aminosyrer fra kosten, og i samme periode er 
aminosyreprofilen af kosten vigtig og nedsat vækst er i to uafhængige studier kædet sammen til mangler 
af specifikke aminosyrer [Karlsen et al., 2015; Conceição et al., 1997]. Dette underbygger 
aminosyreprofilen som en vigtig parameter i valget af fiskeyngels kost og understøtter fokus på 
copepoder som erstatning for Artemia da studier har påvist et højere frit aminosyreindhold i copepoder 
[Synnøve Helland et al., 2003].  
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Copepoder  
Vandlopper eller copepoder udgør den største samlede biomasse og er den mest talrige organisme i 
zooplankton, og har derfor været genstand for mange undersøgelser [Mauchline, 1998]. I forhold til 
fiskeopdyrkning har studier peget på copepoder som særligt relevante som levendeføde og flere studier 
har peget på deres næringsmæssige værdi [Bell et al., 2003; McEvoy et al., 1998; Shields et al., 1999]. De 
har blandt andet et højt indhold af umættede fedtsyrer, som [Sargent, Bell, et al., 1999; Sargent, 
McEvoy, et al., 1999] har påpeget er vigtigt for fiskeyngels vækst. Et andet og mindre undersøgt aspekt 
er indholdet af frie aminosyrer i copepoder som er nødvendige, idet fiskelarver har vanskeligt ved at 
nedbryde proteiner til frie aminosyrer som beskrevet i afsnittet om fiskelarvers aminosyrebehov. 
Når man skal vurdere den næringsmæssige kvalitet af to forskellige alger som foder for copepoder vil 
det primære aminosyreoptag ifølge [Reinfelder & Fisher, 1991] stamme fra algernes indhold af FAS og 
vandopløselige proteiner. Denne reference er særligt relevant for dette projekt idet [Reinfelder & Fisher, 
1991] fokuserer på Acartia tonsa mfl. som benyttes i dette projekt, ligeledes benyttes her også her en 
radioisotopmærket kiselalge. Der vil derfor i dette projekt fokuseres på profilen af FAS i mikroalgerne 
der benyttes til foder. 
I det følgende gives et kort overblik over andre studier af aminosyreindholdet i copepoder for forskellige 
stadier.  
I [Drillet et al., 2006] undersøges effekten af længere tids lagring af hvileæg fra Acartia tonsa. Op til et år 
efter er der ikke signifikant forskel i indholdet af frie aminosyrer og kun beskedent fald i klækningsraten. 
Dette er særligt interessant industrielt, da det er ønskværdigt at kunne lagre æg i længere tid uden at 
deres værdi forringes. 
Variation af aminosyresammensætning af voksne copepodhunner (Euterpina acutifrons) og deres æg 
undersøges af [Guisande et al., 1999] når copepoderne opfodres af forskellige monokulturer af 
mikroalger. Der observeres ikke signifikante forskelle i aminosyreprofilen mellem voksne hunner, og 
intermedier mellem æg. 
I [S. Helland et al., 2003] bestemmes FAS i Calanus finmarchicus for både voksne hunner, deres æg og 
nauplii. Copepoderne i studiet blev indfanget forår og efterår og fodret med alger fra Rhodomonas 
baltica kultur, samt fra mesocosm med variation i mediesammensætning. For voksne hunner påvises der 
ingen variation blandt de essentielle aminosyrer over føde, men signifikant variation over årstid.  Æg og 
nauplii fra efterårs-copepoder viste et højere FAS indhold og essentielt aminosyreindhold, men 
sammensætningen af essentielle aminosyre i æg og nauplii er nogenlunde konstant og uafhængig af 
fødesammensætning, hvilket tolkes som tæt genetisk regulering af aminosyresammensætning af æg.   
I [Lindley et al., 2011] foretages en berigelse af nauplii (Apocyclops panamensis) ved direkte tilsætning af 
frie aminosyrer til mediet under samtidig øgning af saliniteten. Forfatterne viser at en betydelig 
berigelse af den intracellulære aminosyreprofil (FAS) er mulig, men eftersom studiet beror på tilsætning 
af frie aminsyrer er det tvivlsomt om det er industrielt relevant.  
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Relevant for dette projekt er studiet af [Laabir et al., 1999], her undersøges indholdet af frie og totale 
aminosyrer i æg og nauplii fra hunner af Calanus helgolandicus fodret med to forskellige monokulturer 
af mikroalger. [Laabir et al., 1999] påpeger en stigning i ægproduktion og betydelig øgning af 
aminosyreindhold sammenlignet med naturlige prøver og yderligere at der er forskel i indholdet af 
aminosyrer når copopoderne fodres med forskellige algetyper. Dog benytter [Laabir et al., 1999] en 
anden copepodeart en Acartia tonsa, og studiet strækker sig kun over 60 timer efter klækning. 
Som det også påpeges i det omfattende litteraturstudie af [Ajiboye et al., 2010] gælder det for alle disse 
referencer at der kun er få studier af aminosyreindholdet i nauplii som er opfodret på forskellige 
mikroalger hvilket berettiger yderligere undersøgelser. 
 
Mikroalger og deres aminosyreindhold 
Mikroalger er en mikroskopisk organisme fundet i fersk, brak og saltvand. Mikroalger har en central rolle 
for alt liv på jorden idet de producerer halvdelen af jordens ilt og det estimeres der er op til 2-800’000 
arter af mikroalger hvoraf kun en brøkdel er beskrevet [Thurman, 1978]. Mikroalger udviser variation i 
deres kemiske sammensætning som er både arts og dyrkningsspecifik, se fx [Brown et al., 1997] for et 
omfattende studie af variation i den biokemiske profil af 40 arter (fordelt over 7 ordener) af mikroalger. 
For dette projekt er det som argumenteret i copepodafsnittet mikroalgernes frie aminosyreindhold der 
er relevant og naturligvis kun de mikroalger der kan benyttes som føde for nauplii.  Der er betragtelig 
variation i den intracellulære mængde af frie aminosyrer, og de kan påvirkes af mange faktorer; de 
falder typisk ved kvælstofunderskud, lysintensitet og temperatur kan også påvirke, men er artsafhængig 
[Brown et al., 1993; James et al., 1989; Flynn, 1990]. 
Hvor i vækstfasen algen befinder sig spiller også ind for deres biokemiske profil og aminosyreindhold. 
Det er undersøgt for flere alger og tendensen er, at indholdet er størst i den eksponentielle fase, 
hvorimod algen skifter til at lagre fedtsyrer i den stationære vækstfase [Martin-jezequel et al., 1988; 
Costard et al., 2012]. 
I [Costard et al., 2012] gives en fuld analyse (fedtsyer, aminosyrer og kulhydrat) af mikroalgen 
Rhodomonas baltica i forskellige stadier af dens vækstkurve. Cellevolumen og lipidindholdet øges i den 
stationære fase mens proteinindholdet falder. Derudover kan andre faktorer forventeligt spille ind på 
copepodens næringsoptagelse fra en given alge, såsom størrelse af algen og hvor let den nedbrydes i 
tarmen.  
I denne rapport undersøges mikroalgerne i de fem Rhodomonas stammer (K-0435, LB-2703, K-0294, K-
1487, CCAP 995/5) og kiselalgen Thalassiosira weissflogii.  Disse er udvalgt fordi de er tilgængelige og 
ofte anvendt i dyrkningsforsøg af copepoder, se [S. Helland et al., 2003; Laabir et al., 1999] og fx 
[Støttrup et al., 1999] der benytter samme art copepod (Acartia tonsa) og samme arter af alger (T. 
Weissflogii og Rhodomonas baltica) 
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Problemformulering 
Som opsummering af de ovenstående afsnit kan konkluderes, at fiskelarver har et højt 
ernæringsmæssigt behov for frie aminosyrer, især de essentielle fra kolonne 2 samt de betinget 
essentielle i kolonne 3 (Tabel 1,p8.). Copepoder er et naturligt fødeemne for mange fiskelarver og har 
generelt et højt aminosyreindhold i forhold til Artemia og hjuldyr, men der er begrænset viden om 
hvordan aminosyreindholdet varierer ved opfodring af nauplii på forskellige monokulturer af mikroalger, 
som kunne tænkes benyttet ved opdyrkning af copepoder til akvakultur produktion. 
I dette projekt undersøges denne sammenhæng nærmere. Mere specifikt bestemmes indholdet af frie 
aminosyrer i udvalgte mikroalger og derefter fodres til Acartia tonsa nauplii over en uge med 
prøvetagning flere gange undervejs for at se om der udvises forskel i det frie aminosyreindhold. 
 Der opstilles følgende hypoteser: 
a) Der er forskel i koncentrationen af frie aminosyrer (FAS) mellem forskellige stammer af 
mikroalger opdyrket under samme betingelser, og større forskel mellem fjernere beslægtede 
arter. 
b) Opfodring af Acartia tonsa nauplii med forskellige stammer af mikroalger har indflydelse på 
deres indhold af frie aminosyrer (FAS). 
 
Dette projekt, og andre studier af FAS i mikroalger, nauplii og fiskeyngel, er prædikeret på en pålidelig 
bestemmelse af aminosyreindholdet. Et vigtigt element er derfor også en beskrivelse af den 
analysemetode der som mål optimeres metodens pålidelighed dokumenteres med henblik på senere 
studier. 
Rapportoversigt 
Overordnet vil de eksperimentelle dele af rapporten bestå af følgende: Et opdyrkningsforsøg af 
forskellige mikroalger under identiske forhold og bestemmelse af deres frie koncentration af 
aminosyrer. Dette er beskrevet i afsnittet ”Dyrkning af mikroalger og måling af frie aminosyrer”.  
Dernæst en beskrivelse af fodringsforsøget med udvalgte mikroalger til Acartia tonsa nauplii. Dette 
beskrives i afsnittet ”Fodringsforsøg” og resultaterne kan ses i Figur 10 til Figur 18 (s. 31 til s. 40). 
Først vil der angives en beskrivelse af metoder til at bestemme frie aminosyrer i mikroalger og 
copepoder, herunder forbehandling af prøver og analyse (HPLC-Flu). Dette er samlet i ét indledende 
afsnit under overskriften ”Analysemetode”.  
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Metoder 
I dette afsnit beskrives analysemetode til bestemmelse af frie aminosyrer og databehandling. Dernæst 
beskrives dyrkningsforsøget af mikroalger, både det indledningsvise dyrkningsforsøg og dyrkningen af 
mikroalger som brugt i selve fodringsforsøget. Afslutningsvist beskrives fodringsforsøget af copepoder. 
Analysemetode 
Til at bestemme indholdet af FAS benyttes HPLC-fluorescens. I det følgende afsnit beskrives 
overordnede tekniske detaljer samt den valgte tilpasning af proceduren der blev foretaget for at opnå 
valide målinger. 
 
Aminosyreanalyse med HPLC-Fluorescens 
Analysemetoden bygger i høj grad på metoden beskrevet af [van Wandelen & Cohen, 1997], med nogle 
få nødvendige justeringer. Det grundlæggende i metoden er indføring af en fluorescerende gruppe på 
alle aminosyrerene i en prøve, hvilket foregår hurtigt og kvantitativt i en boratbuffer (pH 8,8) ved 
tilsætning af derivatiseringsmidlet AQC3. De derivatiserede aminosyrer adskilles ved HPLC med et 
kvartenært eluentsystem, og kvantificeres spektrofluorometrisk.  
 
Analyseudstyr og indstillinger 
Autosampler, kolonneovn, UV og fluorescens detektor fra Dionex (Ultimate 3000 serien). Gradient 
pumpe Dionex P680A LPG. Kolonne og forkolonne fra WATERS4 af mærket Nova-Pak™ Silika C18 (4 μm 
partikelstørrelse). Styring af apparat og efterfølgende behandling af chromatogrammer blev foretaget 
med Chromeleon® 7 version 7.1.2.1478. 
 
Kolonneovnen indstilles på 39˚C. Injektionsvolumen 10 µL5. Fluorescens excitationsbølgelængden er 250 
nm og emissionsbølgelængden 395 nm.  
 
Aminosyrestandarder 
Standardopløsning fra Thermo Pierce, indeholdende 2.5±0.1 mM af aminosyrene alanin, arginin, 
asparginsyre, glutaminsyre, glycin, histidin, isoleucin, leucin, lysin, methionin, phenylalanin, prolin, 
serine, threonine, tyrosine, valine. Derudover cystine (1.25 mM) og ammoniak (2,5 mM). 
Fra kemikaliebeholdningen blev der yderligere suppleret med (renhed p.a.); asparagin, glutamin, α-
aminobutansyre (intern standard), ornithin, taurin, tryptophan. 
 
Der blev fremstillet 5 standardopløsninger med ovennævnte aminosyrer med koncentration fra 1,25-
160 µM, undtaget α-aminobutansyre der blev anvendt som intern standard (60 µM). For alle aminosyrer 
var der god linearitet med korrelationskoefficient r2 > 99,99 % undtaget tryptophan (99,78 %). 
 
                                                          
3
 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidylcarbamat 
4
 Kolonne: 3.9x150 mm. (Part nr. WAT052885). Forkolonne 20 mm (Part nr. WAT044380) 
5
 Højere injektionsvolumen forværrer chromatogramtoppen for asparginsyre. 
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Borat buffer 
Ved indledende målinger ved hjælp af HPLC flurescens på den indkøbte Natrium tetraborat opløst i Milli-
Q vand viste det sig at den indeholdt fourening af aminosyrer. For ikke at kontaminere bufferen blev 
denne forurening fjernet ved pyrolysere Natrium tetraborat ved 550˚C i 2 timer. En 0,20 M buffer 
opløsning fremstilles ved opløsning af den rene natriumborat i Milli-Q vand og indstilles til pH 8,8 med 
fortyndet saltsyre (p.a.). Efterfølgende måling af den blanke prøve viser at den er sammenlignelig med 
borat buffer fra WATERS. 
Derivatiseringsopløsning 
Rent AQC reagens indkøbt fra Synchem (99 %). Der afvejes ca. 3 mg AQC til pyrolyseret HPLC vial. For 
fremstilling af 10 mM opløsning tilføres 1 ml acetonitril (HPLC renhed) tørret over A4 molekylesi. Kort 
opvarming til 50˚C nødvendig for fuldstændig opløsning. 
Eluenter og gradient tabel 
Eluent A og B (Tabel 3 og Tabel 2; Eluent koncentrat) fremstilles ud fra koncentrat beskrevet i Tabel 2; 
200 mL koncentrat fortyndes med 2000 mL milliQ vand, hvorefter pH indstilles med phosphorsyre efter 
Tabel 3. 
 
Tabel 2; Eluent koncentrat 
Eluent koncentrat 
Natrium acetat 87,4 g 
Milli-Q vand (18 MΩ) 1000 ml 
Triethylamin 9,72 ml 
 
Tabel 3; Eluenter 
Eluenter 
Acetat-phosphat pH 5.70 A 
Acetat-phosphat pH 6.80 B 
100 % acetonitril C 
Milli-Q vand D 
 
 
I [van Wandelen & Cohen, 1997] opsætning eluerer toppen fra AMQ (produktet fra reaktionen mellem 
vand og overskydende AQC) imellem asparagin og glycin, men der blev observeret betydelig 
overlapning, hvilket vanskeliggør kvantificeringen. Systemets dødvolumen blev målt og gradient tabellen 
justeret ind i forhold til van Wandelen og Cohens opsætning. Da dette ikke afhjalp problemet blev der 
ændret i A:B eluent forholdet (mere B, basisk) indtil AMQ netop eluerer før serin. I Tabel 4 er den 
justerede gradient tabel opgivet.  
Tabel 4; Gradient tabel. Eluent A og B er acetat-phosphat buffere (pH 5,70 og 6,80). C er acetonitril. D er Milli-Q vand.   
Tid Flow (ml/min) A% B% C% D% Kurve 
0,00 1,00 100 0,0 0,0 0,0 5 
0,01 1,00 99,0 0,0 1,0 0,0 5 
16,5 1,00 97,0 0,0 2,0 0,0 5 
23,5 1,00 95,0 0,0 5,0 0,0 5 
31,5 1,00 63,0 25,0 12,0 0,0 5 
33,0 1,00 0,0 87,5 12,5 0,0 5 
33,3 1,30 22,0 65,5 12,5 0,0 5 
36,5 1,30 22,0 65,0 13,0 0,0 5 
47,5 1,30 22,0 63,0 15,0 0,0 5 
47,6 1,30 0.0 0.0 60.0 40.0 5 
51,5 1,00 90.0 10.0 0.0 0.0 5 
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75,0 1,00 90.0 10.0 0.0 0.0 5 
75,0 Stop 
*Kurve 5 er lineær. 
Prøvebehandling og kontrolmålinger 
Den valgte analysemetode er meget følsom med detektionsgrænse ned til femtomol, dette er vigtigt 
eftersom der analyseres på lave aminosyrekoncentrationer, men daforureninger ofte optræder i 
picomol, er kvantiseringsgrænsen noget højere. Det er derfor altafgørende at arbejde så rent som 
muligt.  Derfor benyttes nyåbnede vials, krympelåg og pipettespidser, der er reserveret til 
aminosyreanalyser og opbevares rent. Der arbejdes med handsker, der skylles ofte. 
 
På trods af stor omhu viste flere indledende analyser på blanke prøver ofte en bred forureningstop 
overlappende med isoleucin, som kunne spores til derivatiseringsopløsningen. Derivatiseringen blev 
foretaget i gennemblæst LAF-bænk, med påsætning af løst krympelåg på AQC opløsningen mellem 
afpipetteringer. Der blev forsøgt at skifte fra enkeltbrugs stempelpipetter til en 100 µl glaskanyle, uden 
forbedring. Den sidste optimering, som gav mindst forurening, var at fastspænde AQC opløsningen i skrå 
position i et stativ og benytte stempelpipetter, samt at fjerne krympelåget under afpipettering ved at 
holde i en pålimet platicpind. Denne metode gav de bedste resultater, sandsynligvis pga. minimal 
mulighed for kontakt og støvnedfald i AQC opløsningen. 
 
I Figur 20 s.52 (appendiks) er vist flere kontrolmålinger på blanke prøver - ”derivatationsblanke”. Disse 
blev systematisk taget som første og sidste prøve for hver AQC opløsning. På y-aksen er vist arealet fra 
integration af de individuelle aminosyretoppe, vist som procent af arealet bestemt for den laveste 
aminosyrestandard (1,25 µM). For aminosyrer som isoleucin, tryptophan, Gaba og desuden ammoniak 
er forureningen signifikant i forhold til standarden, hvorfor der i de rigtige prøver er nødvendigt at have 
højere aminosyrekoncentrationer for at holde analyseusikkerheden fra forureninger nede.  Dette er især 
problematisk for tryptophan og isoleucin da de optræder i meget lave koncentrationer i prøverne og er 
vigtige essentielle aminosyrer. 
 
Indledningsvist blev der foretaget testmålinger af Rhodomonas på 2 mio. frysebehandlede celler der 
blev ekstraheret med 1,000 ml Milli-Q vand (95˚C), filtreret og derefter overført 10 µl til videre 
prøvebehandling. Analysen viste at flere aminosyrer, især de essentielle, havde lavere signal end fra 1,25 
µM standarden. Grundigere ekstraktion ved brug af stavsonikator havde ingen effekt. Da dette ville give 
en utilstrækkelig høj analyseusikkerhed blev der foretaget følgende ændringer i analysemetoden:  
 
A) Antallet af alger sættes op fra 2 til 4 mio. celler.  
B) Afpippetering fra algeekstraktet sættes op fra 10 til 150 µl, som inden tilsætning af borat buffer 
inddampes ved 40˚C under nitrogen til tørhed.  
 
Begge ændringer øger koncentrationen af aminosyrene. Det ville være mere simpelt udelukkende at øge 
algeantallet, men samme totale opkoncentrering udelukkende med A er ikke muligt da filteret har 
begrænset kapacitet, og desuden øges risikoen for ufuldstændig ekstraktion. Der er rigeligt ekstrakt til at 
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foretage B, der primært formindsker indflydelsen fra forurening af derivatiseringsopløsningen, men også 
giver større chromatogramtoppe, der er lettere at integrere. Inddampning af en større portion 
Rhodomonas og T. weissflogii ekstrakt med efterfølgende borattilsætning viste ingen pH ændring fra 8,8. 
Bemærk at opkoncentrering formindsker forureningsfejl ved derivatisering som kommer op hvor 
standardkurven er mere sikker og mindsker usikkerheden ved integrering af chromatogramtoppene.  
Inddampningen i B blev udført i afdampningsstation, hvor prøven (i 1,5 ml vial) er anbragt i opvarmet 
aluminiumsblok og tilledes en let strøm af nitrogen der er filtreret gennem 0,2 µm filter. Inddampningen 
sluttes ved tørhed, tidsforbrug ca. 15 minutter. For at undersøge om opkoncentreringen ved B fører til 
væsentlige tab eller forureninger blev der udført et kontrolforsøg med triplikate analyser for 
inddampning af den samme portion Rhodomonas K-1487 ekstrakt, men ved normal (15 min.) og lang (30 
min.) inddampningstid. Resultatet er vist på grafen i appendiks som Figur 22, s.54. For at lette 
sammenligningen er indholdet af hver aminosyre for den normale inddampningstid (15 min.) skaleret til 
100. For langt de fleste aminosyrer er der lav varians, og kun få procents ændring ved længere 
inddampningstid. Der er størst forskel og variation for de aminosyrer der er til stede i meget lille 
mængde, især cystein, gaba, taurin, ornithin og tryptophan, som ikke er vist i figurerne i 
resultatsektionerne.  
 
Efter derivatisering og nedkøling i autosampler blev der for Rhodomonas prøverne observeret en 
udfældning af et meget let, hvidt stof. For at undgå indføring på forkolonnen blev dette centrifugeret 
ned (6000 g, 5 minutter) og højden på autosamplernålen sat et par millimeter op. For at kontrollere om 
dette førte til tab af aminosyrer blev der udført et forsøg med tilsætning af aminosyrer fra 
standardopløsningen (standard addition). Som det kan ses af graferne i Figur 23, s.55 (appendiks) var det 
meget lille afvigelse fra linearitet ved standardtilsætning, og ikke indikation af koncentrationsafhængigt 
tab. 
 
For at give et indtryk af nødvendigheden af disse forholdsregler, samt den endelige størrelse af 
forurening som fx støv i bestemmelse af aminosyreindholdet, blev en enkelt blank saltvandsprøve 
analyseret. Resultatet kan ses i Figur 21, s.53 (appendiks). Ideelt set skulle den ikke indeholde 
aminosyrer, men det ses at der måltes noget indhold af aminosyrer. Til sammenligning er vist indholdet 
af aminosyrer i mikroalgen K-1487, og uden opkoncentrering af prøven ville baggrundsfejlen være så 
stor at den ville drukne aminosyreindholdet i prøven. 
 
I fryseren på RUC var der gemt flere overskydende algeprøver af Rhodomonas K-1487 dyrket på 
photobioreaktor og analyseret som triplikater på Københavns Universitet, hvilket gav mulighed for at 
foretage en overordnet kontrol/sammenligning (se Figur 24, s.56 i appendiks). Som det ses er der god 
overensstemmelse for de fleste aminosyrer, men nogle stikker ud. Alanin og histidin ligger begge lidt 
uden for 95 % konfidensintervallet på baggrund af KU målingerne. Mere signifikant er forskellen til 
arginin (43 % lavere), og størst forskel til glycin og glutamin. En yderligere sammenligning af en 
enkeltmåling på RUC overfor en serie målt på KU viste samme mønster.  
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Måling på nauplii 
Analysemetoden for aminosyremåling på nauplii var identisk med algemetoden, dog med varierende 
nødvendighed for opkoncentrering alt efter antal og aminosyreindhold. Det skal bemærkes at da nauplii 
har et meget stort indhold af prolin og fokus (som for algerne) var på måling af de essentielle 
aminosyrer kom målingerne for prolin ofte betydeligt uden for standardkurven. Det samme gjaldt i 
nogle tilfælde for glycin. Resultaterne for disse aminosyrer må på denne baggrund betragtes med 
forbehold, men da van Wandelen beskriver fin linearitet i et langt større område (2,5-1000 µM) og 
toppene var resolverede er der alligevel grund til at medtage dem på graferne. 
 
Som det senere vil blive beskrevet er der ved udtagning af nauplii prøverne risiko for forurening af 
eksempelvis udfældet algepartikler. For nauplii målingerne blev der foretaget en undersøgelse af 
forureningsrisikoen på baggrund af tre overskydende kolber fra fodringsforsøgets sidste dag (en fra hver 
type foder). Først på dagen blev kolberne tilsat 10 dråber sur lugol og omrystet. Fem timer senere, da 
nauplii var døde og bundfældet, blev der filtreret på sædvanlig vis. Under dissektionslup var der tydeligt 
urenheder i filtratet, specielt tomme eksoskelletter fra nauplii. Alt filtratet blev skyllet ned på glasfilter 
og undersøgt for aminosyreindhold. I Figur 25, s.57 (appendiks) er der vist i procent hvor meget denne 
baggrundsforurening udgør af de på samme dag udtagne nauplii prøver. For Rhodomonas K-1487 og 
CCAP er forureningen meget begrænset, med væsentlig undtagelse af aminosyren ornithin, hvor én 
måling stikker meget ud. Ornithin er dog en af de ikke-proteinogene aminosyrer der forekommer i 
meget lav koncentration, så på denne baggrund er den udeladt fra resultaterne. For nauplii opfodret på 
T. weissflogii er forureningen generelt mere betydningsfuld (forklaringen på dette vil blive beskrevet 
senere) men for de allerfleste aminosyrer ligger den under 10 %. Den relative forurening af isoleucin er 
dog betydningsfuld med hele 24 %, hvilket giver større usikkerhed af resultatet for denne aminosyre. 
 
Prøvetagning 
I det følgende beskrives prøvetagning og analyse for mikroalger, men fra prøven anbringes i fryser er 
metoden for nauplii den samme. 
En del af algekulturen der ønskes analyseret hældes i et bægerglas, filtreres med 53 µm filter hvis der er 
udfældning, og fortyndes hvis koncentrationen er høj. Straks efter omrøring udtages delprøver, der 
fortyndes til under 60.000 celler/ml og tælles på Coulter counter.  
 
Replikate algeprøver udtages ved hjælp af sugefiltreringsstation ned på et 0,2 µm (D=25 mm) 
pyrolyseret Whatman glasfilter. For Rhodomonas stammer var 4 mio. celler passende, mens der kunne 
nøjes med 3 mio. for den større kiselalge Thalassiosira weissflogii. Med pincet overføres filteret til en 1,5 
ml glasvial, lukkes med krympelåg og sættes i fryser ved -80˚C. Efter nedfrysning frysetørres prøven før 
den igen kommes i fryser med nyt låg. 
 
Prøven tilsættes derefter 1,000 ml 4,00 µM α-aminobutansyre (AABA; intern standard opløst i Milli-Q 
vand). Vial lukkes med krympelåg og opvarmes i aluminiumsblok i til 95˚C i 15 minutter. Prøven vortex 
omrøres kraftigt ca. 30 sekunder. 
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Efter nedkøling overføres ekstraktet med pipette til en engangssprøjte med sprøjtefilter af typen 0,2 µm 
GHP Whatman, og filtreres. Med pipette overføres 150 µl ekstrakt til ny 1,5 ml vial. Resten af filtratet 
gemmes i fryser for eventuel re-analyse, mens sprøjte og filter renses grundigt med Milli-Q vand før det 
genbruges.  
 
Det overførte ekstrakt inddampes i vial ved 40˚C under lavt flow af nitrogen, ledt gennem 0,2 µm filter 
og kanylespids. Dette tager ca. 15 minutter. 
 
Derivatisering 
Den inddampede prøve tilsættes 100 µl borat buffer, omrystes, tilsættes 20 µl AQC reagens, og påføres 
hurtigt krympecap løst og vortex omrystes straks ca. 10 sekunder. Efter 1 minut er reaktionen slut og 
indholdet overføres med pipette til 250 µl vial indsæt, der sættes tilbage i vial. Prøven opvarmes 
derefter til 55˚C i 10 minutter for at nedbryde et biprodukt af tyrosin. 
 
  
19 
 
Databehandling og afbildning af data 
Forskelle i aminosyreindholdet mellem nauplii opfodret på forskellige alger kan ses som forskelle i 
relativt indhold og i det absolutte indhold. Det absolutte indhold er mest informativt idet det kan 
forekomme at aminosyreprofilerne er ens, men at den ene algebehandling øger hele det frie 
aminosyreindhold eksempelvis 20 % i forhold til den anden, et biologisk interessant resultat. Fordi 
indholdet af aminosyrer vokser meget i løbet af forsøgsperioden vil det relative indhold også blive vist 
og brugt til diskussionen da ændringen i aminosyreprofilen er lettere at aflæse på de relative grafer. 
Det er vanskeligt at bestemme statistisk signifikans i forsøgene idet der gennemgående er tale om få 
observationer og, for dyrkningsforsøgene med copepoder, vækstkurver. Der vil derfor benyttes enkle 
tests, nærmere bestemt for dyrkningsforsøget af alger vil MANOVA benyttes (med post-hoc Tukey-test) 
til at bestemme forskel de enkelte aminosyrer mellem alger af forskellige arter. Samme test benyttes for 
dyrkningsforsøget af copepoder, dog kun for dag 4 (udvalgt fordi der er flest replikater og nauplii har 
opbrugt deres indledende lager af aminosyrer). I begge tests antages normalitet og ens varians som også 
vil blive testet med Levene’s test. 
Ved aminosyremålingerne på mikroalger er den relative usikkerhed ved tælling med Coulter counter 
relativt lille, typisk 1-2 %, hvilket sammen med analyseusikkerheden ved HPLC giver forholdsvis gode 
absolutte bestemmelser. Ved måling af nauplii er tælleusikkerheden mere problematisk. Der er både 
usikkerhed ved koncentrations bestemmelse af nauplii ud fra stikprøver, samt ved udtagning af 
analyseprøverne. Desuden har nauplii tendens til at søge mod bunden i rent saltvand, det er derfor 
nødvendigt at omryste flasken (forsigtigt) lige inden prøvetagning for at tilstræbe en tilfældig fordeling. 
De to første usikkerheder kan formindskes ved at tælle og udtage et større antal nauplii. Hvis det 
antages at nauplii er uniformt fordelt i en væske, og der udtages en mindre volumen af væsken, så kan 
det forventes at antallet af nauplii i prøven er fordelt som en binomialfordeling. I grænsen af at volumen 
af væske der udtages er lille i forhold til den totale volumen af væske, som er den relevante situation i 
disse eksperimenter, vil binomialfordelingen være godt approksimeret af en Poissonfordeling. Med 
andre ord er det rimeligt at antage at antallet af nauplii indeholdt i et volumen af prøven vil være fordelt 
som en Poissonfordeling hvis parameter er det forventede antal nauplii i det pågældende udtagne 
prøvevolumen.  Standardafvigelsen er dermed kvadratroden af middelværdien, så hvis der udtages 250 
nauplii vil standardafvigelsen være ca. 16 nauplii eller ±6 %. 
I fodringsforsøg var der pga. begrænsning i antal nauplii kun muligt at udtage ca. 250 nauplii til tælling 
pr. prøve pr. dag (antal nauplii til analyseudtagning var ca. 500 alt efter udtagningsdag). Dette medfører 
en mindsteusikkerhed på ca. 12 % alene som følge af variation i antallet af udtagne nauplii i det 
absolutte indhold af de enkelte aminosyrer (se eksempelvis Figur 12, s.33), og det vil derfor ofte være 
relevant at sammenligne det relative aminosyreindhold for nauplii. 
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Dyrkning af mikroalger og måling af frie aminosyrer  
De fem Rhodomonas stammer (K-0435, LB-2703, K-0294, K-1487, CCAP 995/5) og kiselalgen 
Thalassiosira weissflogii var tilgængeligt fra RUC’s beholdning af algekulturer.  Stamkultur af 
dinoflagellaten Heterocapsa rotundata blev indhentet fra Marinbiologisk sektion, Københavns 
Universitet. 
Tabel 5; Mikroalge arter/stammer valgt til forsøget. Bemærk især T. weissflogii samt Rhodomonas salina K-1487 & 
Rhodomonas CCAP 995/5 som vil blive brugt i fodringsforsøget. 
Arter Stamme 
Cryptophyceae  
Rhodomonas salina  K-1487 
Rhodomonas salina  LB 2763 
Rhodomonas salina  K-0294 
Rhodomonas marina  K-0435 
Rhodomonas sp. CCAP 995/5 
Coscinodiscophyceae  
Thalassiosira weissflogii  
Dinophyceae  
Heterocapsa rotundata  
Prorocentrum micans  
 
Dinoflagellaten H. rotundata6 blev efter rådførelse opdyrket i F/2 næringsmedie under forhold som 
beskrevet i næste afsnit, uden held. Flere forsøg på opdyrkning blev afprøvet, eks. uden brug af 
luftgennembobling og ved en lavere lysintensitet (18 µmol/m²/s, øget efter én dag til 56 µmol/m²/s). 
Der blev ikke observeret vækst ved tælling med Coulter counter, og der måltes lav vækst i stamkulturen. 
Denne alge blev derefter fravalgt og erstattet med den større dinoflagellat Prorocentrum micans fra 
RUC’s algebeholdning. For P. micans blev der indledningsvist observeret lav vækst, men efter noget tid 
var der stabil vækst ved at benytte svag luftgennembobling og sjældnere fortynding med F/2 medie (ca. 
hver 4 dag).  
De valgte alger blev opdyrket under næsten identiske forhold (Forsøgsopstilligen kan ses i Figur 3). De 
blev alle dyrket ved 17 °C i 500 ml rundbundede kolber i 0,2 µm filtreret og autoklaveret saltvand fra 
RUC’s saltvandstank (salinitet 33 ‰) under LED lys ved 110-130 µmol/m²/s målt med kvantetæller. Der 
blev gennemboblet filtreret luft.  Med undtagelse af P. micans blev der tilført koncentreret F/2 medie 
dagligt, men kun kiselalgen T. weissflogii blev tilført silicium i form af natrium metasilikat. Disse 
betingelser blev holdt 9 dage, med tælling af algekoncentration fra dag 2 og udtagelse af algeprøver til 
FAS måling på tredjedagen, hvor alle algerne forventes at være i den eksponentielle del af vækstfasen. 
Prøverne blev taget som beskrevet i metodeafsnittet. 
 
                                                          
6
 Opbevaret i lavt lysforhold ved 15 °C i F/2 medium, initial koncentration ved modtagelse ca. 10.000 ml
-1
. 
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Figur 3 forsøgsopstilling i det indledende dyrkningsforsøg. Forsøgsbetingelserne er så vidt muligt gjort ens. 
 
Resultater fra indledende algeforsøg 
Som beskrevet i teorien kan alger forventes at have det optimale aminosyreindhold i den eksponentielle 
del af deres vækstfase. Der udførtes derfor et indledende dyrkningsforsøg for at bestemme denne fase 
og for at afklare eventuelle vanskeligheder i dyrkning af alger. Vækstkurver for de fem stammer 
Rhodomonas samt T. weissflogii er vist nedenfor. For alle alger stiger tætheden betydeligt efter FAS 
prøvetagning. Ved sammenligning af de fem stammer Rhodomonas viser Figur 4 at der er voksende 
forskel mellem koncentrationerne over tid, hvilket indikerer forskel i vækstrater. Især CCAP 995/5 
stammen (gul) adskiller sig. Vækstraterne blev bestemt ved lineær regression på et logaritmisk plot af 
data i Figur 4, dog blev dataintervallet begrænset dag 2-4 på grund af at vækstraterne flader ud. De 
udregnede vækstrater er vist i Tabel 6. Tabellen viser desuden ESD (ækvivalent sfærisk diameter) for dag 
3 bestemt med Coulter counteren. For alle algertyper faldt ESD jævnt over tid, svarende til et fald i 
cellevolumen på mellem 30-50 % mellem første og sidste dag.  
Af særlig interesse er T. weissflogii og stammerne 995/5 og K-1487 af Rhodomonas, idet de vil blive 
anvendt I de senere dyrkningsforsøg. Vækstraten for K-1487 er sammenlignelig med den sædvanligt 
observerede værdi, men det er ikke forventeligt biologisk at Rhodomonas Salina 995/5 og Rhodomonas 
Salina K-1487 skal adskille sig væsentligt fordi de er den samme art. Da der blev observeret udfældning 
senere ved højere koncentrationer af Rhodomonas Salina 995/5 skyldes det nok forskellige 
hydrodynamiske forhold i vækstkolberne. Sagt med andre ord var apparatet til lufttilførslen ikke 
pålideligt og der blev på den sidste dag observeret forskel i bobleraterne i de forskellige kolber hvilket 
formentlig er årsag til variationen i vækst. I opdyrkningsforsøget af alger til Copepoder blev der anvendt 
andre beholdere og lufttilførslen blev kontrolleret mere nøje for at undgå denne kilde til variation.  
Som det ses i Figur 4 er algerne i deres eksponentielle (optimale) vækstfase i en koncentration af 1-2 
millioner mikroalger per milliliter. I det senere dyrkningsforsøg valgtes derfor denne koncentration. 
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Figur 4; Koncentration af mikroalger (tusinder/ml) dyrket under samme betingelser. 
Rhodomonas 995/5, K-1487 og T. weissflogii blev anvendt i de senere opdyrkningsforsøg.  Den 
lave vækstrate for 995/5 i forhold til K-1487 er ikke forventelig og skyldes formentlig 
problemer i lufttilførslen (se tekst for detaljer).  
 
Tabel 6; Vækstrater [d
-1
] for mikroalger dyrket under samme betingelser og størrelse målt som equivalent spherical diameter 
(ESD). Mikroalger 995/5, K-1487 og T. weissflogii blev anvendt i de senere opdyrkningsforsøg.  
Alge K-0435 LB-2703 995/5  K-0294 K-1487  T. weissflogii 
Vækstrate [d-1] 1,04 0,65 0,55 1,06 0,73 0,79 
ESD (Middel, dag 3) 9,1 9,5 10,2 9,0 9,2 12,5 
 
 
 
 
Aminosyreindhold i Rhodomonas stammer samt T. weissflogii 
Aminosyreindholdet i alle fem stammer af Rhodomonas samt T. weissflogii blev bestemt som beskrevet i 
metodeafsnittet ud fra en stikprøve taget på dag 3 af de samme forsøgskolber som beskrevet i 
foregående afsnit. Nedenstående viser Figur 5 og Figur 6 indholdet af de essentielle og ikke-essentielle 
aminosyrer for alle seks typer af mikroalger bestemt ud fra 3 analysereplikater. I begge figurer er den 
frie aminosyrekoncentration udtrykt pr. biovolumen i g aminosyre/L, hvor volumen refererer til ESD af 
mikroalgerne beregnet ud fra ESD under antagelse af kugleform. Rhodomonas spp har form som en 
elongeret kugle og ESD varierer omkring 9 µm, mens T. weissflogii er noget større med EDS omkring 12 
µm og med form som en kort cylinder. Måling af biovolumen ud fra ESD må betegnes som 
approksimativt, specielt ved sammenligning mellem forskellige geometriske former. 
Den intracellulære koncentrationen af essentielle aminosyrer (se Figur 5) er ligesom for de ikke-
essentielle mere varierende mellem arterne. T. weissflogii har betydeligt højere koncentration af valin, 
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mens koncentrationen af arginin er langt lavere end alle Rhodomonas stammer, som de eneste 
aminosyrer også målt i absolutte værdi.  
 
Figur 5; Indhold af essentielle frie aminosyrer i fem stammer Rhodomonas samt kiselalgen Thalassiosira weissflogii. 
Indholdet er opgivet i gram pr. liter. Der er vist standardafvigelser på baggrund af tre analysereplikater. CCAP er forkortelse 
for CCAP 995/5. 
 
Koncentrationen af de ikke essentielle aminosyrer (Figur 6) varierer mindre blandt Rhodomonas 
stammer i forhold til T. weissflogii, der har betydeligt højere koncentration af asparagin, glutamin, 
ornithin og prolin.  
 
Der er mindre variation i aminosyrekoncentrationerne blandt Rhodomonas stammer, men dog stadigt 
væsentlige forskelle. Rhodomonas K-0435 og CCAP 995/5 skiller sig ud ved at have et generelt højere 
aminosyreindhold end de tre andre stammer. I forhold til den sædvanlige fodertype K-1487 har CCAP 
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995/5 omtrent dobbelt så høj koncentration af threonin, lysine og phenylalanin, mens der er mere end 
50% højere koncentration af histidin, methionin og leucin.  
De nævnte forskelle mellem Rhodomonas k-1487 og CCAP 995/5 blev undersøgt for signifikans ved brug 
af en MANOVA test med efterfølgende parvis post-hoc Tukey test. Det er ikke muligt at teste for 
normalitet ved kun tre replikater, men der testes for ens varians vha. Levene’s test hvilket er opfyldt for 
alle aminosyrer med undtagelse af leucin. Forskellene i koncentration af de seks omtalte aminosyrer er 
alle signifikante (α < 0,05) hvilket også er oplagt ud fra Figur 5.  
 
Figur 6; Indhold af ikke essentielle frie aminosyrer i fem stammer Rhodomonas spp samt kiselalgen Thalassiosira weissflogii. 
Indholdet er opgivet i gram pr. liter. Der er vist standardafvigelser på baggrund af tre analysereplikater. CCAP er forkortelse 
for Rhodomonas CCAP 995/5. 
 
Konklusion på indledende forsøg 
Der er variation i de intracellulære koncentrationer af frie aminosyrer mellem de fem undersøgte 
Rhodomonas stammer. I forhold til den typisk valgte mikroalgefoder Rhodomonas salina K-1487 skiller 
CCAP 995/5 sig lidt ud ved højere indhold af flere essentielle aminosyrer (dobbelt så højt indhold af 
threonin, lysin, phenylalanin og 50 % højere indhold af histidin, methionin og leucin). Hvis det frie 
aminosyreindhold udregnes til per celle (i stedet for per volumen) bemærkes det at forskellen mellem K-
1487 og CCAP 995/5 bliver en smule større på grund af forskel i cellevolumen. 
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Som forventet er der større variation mellem de fem Rhodomonas stammer og Thalassiosira weissflogii, 
både blandt de essentielle og ikke-essentielle FAS. På baggrund af disse resultater udvælges 
Rhodomonas K-1487 og CCAP 995/5 samt T. weissflogii til det følgende fodringsforsøg idet det må 
formodes at disse har størst mulighed for at vise forskel i aminosyreprofilen af A. tonsa nauplii.  
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Fodringsforsøg af A. tonsa nauplii 
I denne sektion beskrives fodringsforsøget af A. tonsa nauplii med de tre udvalgte mikroalger T. 
weissflogii, K-1487 og CCAP 995/5. Formålet er at bestemme eventuelle forskelle i aminosyreprofilen af 
A. tonsa nauplii ved fodring med de tre mikroalger. 
Algekulturer 
Algekulturer af Rhodomonas (K-1487 og CCAP 995/5) samt T. weissflogii blev opdyrket i 500 ml 
rundbundede kolber som beskrevet tidligere. Efter 5 dage var der god vækst i alle algekulturer, og de 
blev hver benyttet til at igangsætte 2 stk. 2L kolber; én fodringskultur til forsøget og én til backup. Som 
beskrevet i det indledende dyrkningsforsøg blev det bestemt at alle algekulturer blev holdt ved ca. 1 mio 
celler/mL ved daglig udskiftning af ca. 1/3 volumen med nyt F/2 medie og kontroltælling med Coulter 
counter. Der blev udtaget tre prøver til FAS analyse fra fodringskulturene da fodringsforsøget blev sat i 
gang (dag 0), og tre ved dets afslutning ved dag 7.  
 
Copepoder – æg og nauplii 
Fire copepod kulturer af Acartia tonsa forsynede æg til forsøget. De blev holdt i klimarum ved 17 °C i 70 
L baljer med 0,2 µm filtreret havvand (33 ‰) og fodret overskud af R. salina (k-1487). Æg blev dagligt 
høstet over fire dage, renset ved spuling igennem 53 µm si. Grundet forekomst af nematoder blev 
æggene kortvarigt skyllet i Milli-Q vand. Æggene blev opbevaret i køleskab under saltvand til forsøgets 
start.  
Oprindelig var det planlagt at benytte æg høstet over nogle få timer (eks. 6 timer) for at minimere 
spredning af nauplii alder og størrelse. Da ægudbyttet var for lavt til dette blev spredningen i stedet 
minimeret på følgende måde: Alle æg blev samlet og sat til klækning (fordelt mellem tre store 
bægerglas) ved 17 °C. En delprøve på 120 æg blev taget fra, for at bestemme klækningsrate og udbytte. 
Efter 22 timer blev de hurtigt klækkede nauplii frasorteret ved at fjerne vandet i bægerglassene med en 
hævert, hvorefter der blev tilsat friskt vand og proceduren gentaget efter 30 minutter. Æg fjernet ved 
anden filtrering blev fanget på si, kort skyllet med Milli-Q vand og ført tilbage til bægerne. 
(klækningsudbytte blev bestemt til 16 %). Efter yderligere 32 timer blev nauplii isoleret fra endnu 
uklækkede æg med en hævert og samlet i ét 2 L bægerglas. Nauplii udbyttet var da ca. 63.000, og 
klækningsraten 65 %. 
 
Beskrivelse af forsøgsopstilling 
Fodringforsøget blev udført i klimarum ved 17 °C. Udsnit af opstillingen ses på Figur 7. De nyklækkede 
nauplii blev fordelt mellem 12 2L kolber (4 replikater pr. algetype, ca. 4200 nauplii/kolbe) samt 3 kontrol 
kolber på 1 L (ca. 2000 nauplii/kolbe). Der blev desuden frataget nauplii til start aminosyreanalyse. 
Kolberne blev holdt tildækket med stanniol og forsynet med filtreret luft gennem Pasteur pipette for at 
sikre iltning ved svag luftgennembobling. Der blev holdt konstant belysning fra lysstofrør hængende 
over kolberne, med en målt lysintensitet på ca. 35 µmol/m2/s. Kolberne blev næsten fyldt (ca. 1,9 L) med 
filtreret havvand (0,2 µm, salinitet 33 ‰) og ved start tilført alger efter koncentrationerne angivet i 
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Figur 7; Seks af de 15 forsøgskolberne med A. tonsa nauplii fra foderforsøget. Ud fra erfaringer med de 
indledende dyrkningsforsøg blev lufttilførslen og lysforholdene nøje kontrolleret ligesom kolberne blev 
placeret tilfældigt mellem hinanden for at minimere risikoen for systematiske miljøpåvirkninger. 
 
Tabel 7, der svarer til 1000 µg C/l hvilket ifølge [Berggreen et al., 1988] er det dobbelte af 
mæthedskoncentrationen for A. tonsa nauplii fodret Rhodomonas baltica. Værdien for T. weissflogii er 
harmoniseret til samme kulstofkoncentration efter [Rey et al., 2001]. 
Tabel 7; Algekoncentration i fodringsforsøget svarende til en kulstofkoncentration på 1000 µg C/l. 
Alge [celler/ml] 
Rhodomonas salina (K-1487) 44.000 
Rhodomonas (CCAP 995/5) 44.000 
Thalassiosira weissflogii   7.000 
 
Én gang i døgnet blev koncentrationen af algerne kontrolleret ved måling af overfladeprøve. For 
Rhodomonas stammer blev der målt op til 50 % reduktion, stadigt indenfor mæthedsgrænsen, mens T. 
weissflogii typisk viste øgning i koncentrationen. Kolberne omrystet for at holde algerne i suspension, 
tilsat alge hvis nødvendigt, og helt udskiftet hver 2. dag sammenfaldende med nauplii prøvetagningen.  
 
 
 
Prøvetagning af Nauplii 
Protokollen for prøveudtagning til måling af FAS af Nauplii er ikke helt ligetil fordi nauplii kan forventes 
at bundfalde ligesom det er vigtigt at minimere forurening som følge af bundfald i forsøgskolberne, 
tarmindhold i nauplii og andre kilder til forurening. Overordnet munder prøveudtagningen ud i følgende 
prøver for hver prøvetagningsdag og hver forsøgskolbe der måles på: 
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 6 stikprøver med i alt ca. 250 nauplii der hver er talt under lup for at bestemme nauplii 
koncentration. En del af disse (ca. 25 pr. prøve) fotograferes i mikroskop og nauplii længden 
bestemmes med mikroskop.    
  Koncentrationen bestemt ovenfor bruges til at udtage én nauplii prøve med ca. 500 stk. nauplii til 
aminosyreanalyse. 
Ved prøvetagning var der fokus på at få så ren en prøve som muligt, og at undgå skade på nauplii. 
Prøvetagning blev derfor foretaget mange timer efter omrystning af kolberne. Det meste af kolbens 
indhold blev derefter overført langsomt med hævert igennem 53µm si7. Sien blev holdt delvist 
nedsænket i saltvand og til sidst overført til et rent bægerglas og skyllet med saltvand. Nauplii blev 
derefter skyllet ned i 500 ml bægerglas til depuration under iltning i ca. 3 timer. Den lille tilbageværende 
rest i 2l forsøgskolben (ca. 50-100 ml) var tydeligt forurenet med større sammenklumpede algepartikler 
og blev kasseret ved skylning. 
Efter depuration blev nauplii skyllet endnu engang og overført til kip-flaske (250 ml) og forsigtigt vendt 
flere gange. Der blev udtaget seks 5 ml prøver til tælling for at bestemme nauplii koncentrationen. Der 
blev tilsat sur lugol og tre af stikprøverne blev talt med det samme for at estimere prøvetagnings-
mængde. De resterende tre prøver blev talt senere og brugt ved måling af nauplii længde. Kip-flasken 
blev omrystet igen og med pipette blev der udtaget 6-8 gange 10 ml, filtreret ned på brændt 0,2 µm 
Whatman GF/F glasfilter (D = 25 mm) på sugefiltreringsstation. Der blev skyllet efter med 10 ml rent 
saltvand. Fra nauplii flasken blev der udtaget 5 ml prøve og sat fra til måling på Coulter counteren for at 
sikre at den var fri for alger. Prøven blev overført med pincet til 1,5 ml glasampul, lukket med 
krympehætte og sat på frys ved -80 °C. De resterende nauplii blev ført tilbage til den originale 
forsøgskolbe og tilført ny alge efter Tabel 7. 
Nauplii prøvetagningen som beskrevet ovenfor viste sig at være temmelig tidskrævende, ca. 50 
min/prøve alt i alt. Prøvetagning kan delvis paralleliseres, men må tages i grupper for at undgå meget 
lang depurationstid. Prøvetagningen måtte derfor begrænses til triplikater for hver algetype. Den første 
dag duplikat for nauplii fodret med T. weissflogii og Rhodomonas (CCAP 995/5).  
På dag 7 måtte prøvetagningen begrænses til fire prøver da saltvandstanken var tømt, hvorfor 
depuration også måtte foretages med autoklaveret saltvand. 
 
 
 
  
                                                          
7
 Udskiftet med 70 µm si som de voksede større. 
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Resultater fra fodringsforsøget 
Indhold af FAS bestemmes i nauplii fodret med T. weissflogii, Rhodomonas CCAP 995/5 og K-1487 over 7 
dage. Fordi mikroalgerne dyrkes under nye specifikke betingelser måles indholdet af FAS igen i 
mikroalgerne.  
FAS indhold i mikroalgefoder i forsøgsperioden 
I det indledende dyrkningsforsøg af mikroalger sås betydelige variationer i vækstraten af Rhodomonas 
CCAP 995/5 og K-1487. Derfor bestemtes indholdet af FAS i start (dag 0) og slut (dag 7) af 
fodringsforsøget for at undersøge om der forekom ændringer i koncentrationen af FAS under forsøget. 
 
Figur 8; Aminosyre indhold i T. weissflogii, Rhodomonas stammer K-1487 og Rhodomonas (CCAP 995/5) før og efter 
fodringsforsøget. Bemærk spring på y-akse. Fejllinier angiver standardafvigelser på baggrund af tre analysereplikater. 
I Figur 8 ses indholdet af de essentielle aminosyrer ved start og slut af fodringsforsøget. Som det 
fremgår af figuren falder koncentrationen af arginin og flere af de essentielle aminosyrer betydeligt 
under forsøgsperioden, mens der er mindre udsving i indholdet for de ikke-essentielle aminosyrer (Figur 
9). Det er ikke forventet at indholdet af FAS i mikroalgerne ændres under forsøgsperioden og dette vil 
udgøre en væsentlig udfordring for at drage konklusioner på det efterfølgende fodringseksperiment. 
Denne problemstilling vil blive belyst nærmere i diskussionsafsnittet. 
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Figur 9; Indhold af ikke-essentielle aminosyrer i mikroalger anvendt i fodringsforsøget (start og slut). 
 
Måling af Nauplii 
Før resultaterne af aminosyremålingerne kan sammenlignes for nauplii opfodret på forskellige 
aminosyrer er det vigtigt at kende deres størrelse ved prøvetagningerne. Dette er nødvendigt eftersom 
det frie aminosyreindhold kraftigt følger det totale biovolumen som det også fremgår af Figur 11. 
Nauplii kropslængde 
I Figur 10 ses resultaterne af samtlige målinger af kropslængde under fodringsforsøget. Der var ikke 
betydelige forskelle mellem replikate målinger af kropslængde fra den samme kolbe på den samme dag, 
hvorfor målingerne er slået sammen og vist med én standardafvigelse. 
Som det kan ses på Figur 10 er der ikke statistisk signifikante forskelle i nauplii udviklingen ved fodring 
på de nært beslægtede Rhodomonas stammer, hvorimod der er betydelig langsommere vækst (målt ved 
prosom længde) ved fodring med T. weissflogii. Dette skyldes at T. weissflogii ligger i udkanten af 
naupliusens optagelsesspektrum og derfor har begrænset fødeindtag de første dage [Berggreen et al., 
1988]. 
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Aminosyremålinger af nauplii  
I Tabel 8 nedenfor viser en oversigt over antallet af nauplii prøver der blev udtaget de forskellige dage. 
Dag 0 betyder prøvetagning netop før fordelingen af nauplii til forsøgskolberne.  
Tabel 8; Oversigt over antal A. tonsa nauplii prøver fra foderforsøget udtaget til aminosyreanalyse fra start (dag 0) til slut 
(dag 7). 
Nauplii prøvetagning Farvekode Antal prøver analyseret 
Mikroalge foder  Dag 0 Dag 2 Dag 4 Dag 7 
(Ikke fodret) Sort 3 3 - - 
Rhodomonas (K-1487) Blå - 3 3 2 
Rhodomonas (CCAP 995/5) Orange - 1 3 1 
Thalassiosira weissflogii Grøn - 2 3 1 
 
Figur 10; Nauplii vækst målt ved kropslængde. Fejllinier angiver standardafvigelser. For start og 
kontrol er der målt på 10 nauplii og for de resterende dage er der målt på 20-30 individer pr. prøve. 
Punkterne er en smule forskudt på x-aksen for at standardafvigelserne ikke overlapper. Som det ses 
er den målte kropslængde for nauplii fodret Rhodomonas K-1487 og CCAP 995/5 identiske, men 
dem som er fodres med T. weissflogii vokser væsentligt langsommere.  
 
Blå         :  Rhodomonas salina (K-1487) 
Orange  :  Rhodomonas (CCAP 995/5) 
Grøn       :  Thalassiosira weissflogii 
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I Figur 11 vises det totale aminosyreindhold for hver nauplii fodergruppe over forsøgsperioden. Det 
totale aminosyreindhold følger tydeligvis tendenserne for kropslængde i Figur 10, dog med større relativ 
stigning over tid (forventeligt hvis FAS indholdet følger nauplii volumen). Som det fremgår af grafen viser 
nauplii opfodret på T. weissflogii (grønne cirkler) stort set ingen vækst i det totale aminosyreindhold 
igennem forsøget, konsistent med længdemålingerne.  
Ved sammenligning af nauplii opfodret på de to stammer Rhodomonas er det interessant at nauplii på K-
1487 (blå trekanter) konsekvent ligger højere end dem på CCAP 995/5 (orange firkanter), selvom 
længderne følger hinanden i Figur 10. En statistisk sammenligning mellem de to Rhodomonas stammer 
for dag 4 (t-test, uens varians) viser ikke statistisk signifikans (p=0,12). Men begge viser statistisk 
signifikant forskel til nauplii på T. weissflogii (p=0,032 og p=0,00045). 
En vigtig betragtning i Figur 11 gælder variationen imellem replikaterne. Begge triplikate målinger af 
nauplii opfodret på Rhodomonas K-1487 viser stor variation, specielt for dag 2. De resterende triplikate 
målinger er betydeligt mere konsistente, men viser også betydelig variation, eksempelvis de nyklækkede 
nauplii hvor der er en relativ standardafvigelse på 23,5 %. Start-målingen er belejligt udgangspunkt for 
at undersøge denne usikkerhed, da den ikke kan være influeret af variation i biologi, algeforurening eller 
forsøgsbetingelser. Indholdet af de frie aminosyrer i hver af de tre replikater er vist i Figur 12. 
 
Figur 11; Total frit aminosyreindhold i nauplii på forskellig føde over 7 dage. Punkterne er svagt forskudt 
horisontalt for at undgå overlapning. Farvekodningen er: Rhodomonas K-1487 (blå trekanter), 
Rhodomonas CCAP 995/5 (orange firkanter), T. weissflogii (grønne cirkler) 
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Figur 12; Indhold af frie aminosyrer i nyklækkede Acartia tonsa nauplii (ng/nauplius) på dag 0 over 3 replikater (illustreret 
med de grå, sort og hvide søjler). Som man kan se på figuren er målingerne konsistente, dog med et systematisk højere 
indhold af aminosyrer i fx den første (grå) replikat hvilket givetvist skyldes variation i nauplii i den udtagne prøve. 
Som det ses i Figur 12 er der en systematisk variation imellem replikaternes indhold af de enkelte 
aminosyrer (e.g. et mønster i søjlernes relative højde). Dette vil være det forventede mønster hvis der 
estimerede antal nauplii og det faktiske antal nauplii i replikaterne varierer. Hvis dette mestendels 
forklarer variationen bør en skalering af hver replikat i forhold til totalindholdet give den samme 
aminosyreprofil. For at vise den tilbageværende variation efter skalering er resultaterne for de 
nyklækkede nauplii gengivet efter følgende normalisering. Hvis 𝐶𝑖𝑟 er indholdet (per nauplius) for 
aminosyre 𝑖 og replikat 𝑟 så udregnes først det totale indhold af aminosyrer per nauplius i hver af de tre 
replikater; 
𝑇𝑟 = ∑ 𝐶𝑖𝑟
𝑖
 
Og derefter udregnes de normaliserede værdier som:  
?̃?𝑖𝑟 =
𝐶𝑖𝑟
1
3 (𝐶𝑖1 + 𝐶𝑖2 +  𝐶𝑖3)
𝑇𝑟
1
3 (𝑇1 + 𝑇2 + 𝑇3)
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Figur 13; Normaliseret indhold af frie aminosyrer I nyklækkede nauplii baseret på tre replikater. Figuren illustrerer den 
relative variabilitet i data. 
De normaliserede resultater for nyklækkede nauplii kan ses på Figur 13. Linjen ved y=1 er fremhævet, og 
de individuelle datapunkters afstand til denne linje angiver den relative forskel i forhold til replikaternes 
gennemsnit. Grafen giver hermed et estimat af analyseusikkerheden for hver aminosyre og indikerer 
samtidigt en mindsteværdi for den ikke-biologiske analysevariation der vil forekomme i de følgende 
resultater. Vi kan således anslå den til omkring ±10 % af middelværdien for alle aminosyrer med 
undtagelse af serin, histidin og threonin som viser større variation. Det ses også af grafen at disse tre 
skiller sig ud på grund af resultater fra den samme replikat. Der er langt bedre overensstemmelse 
mellem målingerne fra de to andre prøver. Lignende plots (Figur 12 og Figur 13) blev fremstillet for de 
øvrige replikat prøver med samme mønster mellem replikaterne og betydelige reduktion i variationen 
ved skalering i forhold til total aminosyreindhold. Denne variation forsaget af forskel i antallet af nauplii 
er større end forventet udregnet på baggrund af en Poissonfordeling og det talte antal nauplii og vil 
blive taget op i diskussionsafsnittet.  
I de følgende nauplii resultater er der to muligheder for valg af afbildning og statistisk sammenligning af 
fodertyperne; i absolut skala eller relativt indhold. Det relative indhold er udregnet som ?̃?𝑖𝑟 ved at 
normalisere med det totale indhold: 
𝑇𝑟 = ∑ 𝐶𝑖𝑟
𝑖 
,          ?̃?𝑖𝑟 =
𝐶𝑖𝑟
𝑇𝑟
 
Der er mest information i at vise de absolutte værdier, specielt da figur 11 tyder på en absolut forskel 
mellem de tre fodertyper. Der er dog langt større usikkerhed forbundet med de absolutte værdier pga. 
den omtalte usikkerhed i antallet af nauplii. Dette undgås ved at vise relativt indhold, der også grafisk 
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giver langt bedre overblik over udviklingen i aminosyreprofilen over forsøgsperioden. Det vil dog være 
de absolutte værdier der vil bruges til statistisk sammenligning.  
Aminosyreindhold i nauplii på forskellig foder 
Figur 14 giver overblik over den overordnede komposition for alle dage og fodertyper. Aminosyrerne 
prolin, glycin, taurin og arginin forekommer hver i så stor mængde at de individuelle indhold er vist. 
Summen af de resterende essentielle FAS er vist med lys rød, og summen af de resterende ikke-
essentielle aminosyrer er vist med hvid. 
 
Figur 14; Det relative frie aminosyreindhold i nauplii (vægtprocent af total) på de tre fodertyper; Rhodomonas K-1487 og 
Rhodomonas (CCAP 995/5) samt T. weissflogii målt over syv dage. Grafen viser den overordnede sammensætning ved 
opdeling i hovedkomponenter. For de essentielle aminosyrer er arginin klart mest dominerende og vist med kraftig rød. De 
resterende essentielle er vist med lys rød (øverst på søjlerne). For de ikke-essentielle er prolin, glycin og taurin vist ved blå 
farvetema, summen af de resterende ikke-essentielle aminosyrer er vist med hvid. 
 
Som det fremgår af Figur 14 udgør prolin, glycin og taurin fra starten af tilsammen omkring 68 % af det 
totale FAS indhold. Summen af de essentielle er for de nyklækkede 12 % (5,2 % uden arginin), men for 
nauplii på Rhodomonas stammerne stiger de til omtrent 17 % på dag 2. Herfra er profilen for 
Rhodomonas stammerne ret ens fra dag 2 til dag 7. De essentielle minus arginin udgør mellem 9,3-12,1 
% i denne periode. Glycin ser ud til at reduceres ved dag 7, men dette vil fremgå tydeligere på Figur 18, 
s.40. 
Nauplii fodret T. weissflogii skiller sig ud i forhold til både de nyklækkede og Rhodomonas grupperne ved 
et betydeligt fald i det relative indhold af prolin, og en samtidig stigning i glycin og taurin. På dag 2 er 
aminosyreprofilen for nauplii fodret T. weissflogii tættere på den udsultede kontrolgruppe. Der er også 
et betydeligt fald i det relative indhold af de essentielle aminosyrer til 3,7-4,7 % (arginin ikke medtaget). 
På Figur 15 vises grafer over ændringen i det relative indhold af hver enkel essentiel aminosyre over alle 
fodergrupper og dage. Generelt er der minimal forskel mellem nauplii på Rhodomonas K-1487 og 995/5, 
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men i flere tilfælde tydeligt forskel til nauplii på T. weissflogii. Arginin, den mest dominerende 
komponent, er en af de mest stabile komponenter. For Rhodomonas grupperne er der en tendens til at 
det relative aminosyreindhold for de essentielle aminosyrer stiger, hvorimod nauplii på T. weissflogii 
(samt sultning) udviser fald eller uændret indhold i forhold til de nyklækkede. Isoleucin og threonin er 
mest markante i deres fald på T. weissflogii. Denne tendens fremgår ikke i forskel i alge 
aminosyreprofilerne i Figur 8, s.29. 
 
Figur 15; Det frie aminosyreindhold i nauplii (vægtprocent af total FAS) på de tre fodertyper; Rhodomonas K-1487 (blå farve) 
og Rhodomonas CCAP 995/5 (orange) samt T. weissflogii (grøn) målt over syv dage. Graferne viser resultater for de 
essentielle aminosyrer, resultater for de ikke-essentielle aminosyrer vises i Figur 16. Fejllinier viser standardafvigelser. X-akse 
viser dage fra forsøgets start. 
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Figur 16; Det frie aminosyreindhold i nauplii (vægtprocent af total FAS) på de tre fodertyper; Rhodomonas K-1487 (blå farve) 
og Rhodomonas CCAP 995/5 (orange) samt T. weissflogii (grøn) målt over syv dage. Graferne viser resultater for de ikke-
essentielle aminosyrer). Fejllinier viser standardafvigelser. X-akse viser dage fra forsøgets start. 
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På Figur 16 vises graferne over udviklingen i det relative indhold af hver enkel ikke-essentiel aminosyre 
over alle fodergrupper og dage. For Rhodomonas stammerne er udviklingen blandt de dominerende 
komponenter prolin, glycin og taurin identisk, men nauplii på T. weissflogii viser et tydeligt fald i det 
relative indhold af prolin og en stigning i glycin og taurin. Tendensen for sultning, dag 2, følger T. 
weissflogii i denne henseende. Ellers er der generelt mindre dramatisk forskel mellem fodergrupperne. 
Nauplii på T. weissflogii viser dog et fald i indholdet af tyrosin i forhold til Rhodomonas stammerne. 
I Figur 17 og Figur 18 er vist de absolutte værdier af indholdet af frie aminosyrer i dyrkningsforsøget. 
Som det fremgår, sker der er stor stigning i aminosyreindholdet under fodriningsforsøget for K-1487 og 
CCAP 995/5 i forhold til T. Weissflogii. Udviklingen af aminosyreprofilen er kvalitativt i 
overensstemmelse med den for de relative grafer beskrevet ovenfor men vanskeligere at aflæse.  
En undersøgelse af statistisk signifikans af de tre stammer af copepoder vanskeliggøres af at de relative 
grafer er normaliserede og derfor ikke kan forventes at opfylde kravene for almindelige statistiske tests 
og de absolutte værdier ikke er stationære over tid. Derfor begrænses de statistisk tests på indholdet af 
aminosyrer på dag 4 for de absolutte værdier (Figur 17 og Figur 18) hvor der er flest replikater (tre for 
hver stamme) og nauplii har opbrugt deres indledende indhold af aminosyrer. Indholdet af frie 
aminosyrer i T. Weissflogii er så lavt i forhold til de to andre stammer at vi vil nøjes med at sammenligne 
CCAP 995/5 (rød) og K-1487 (blå) (forskellene mellem T. weissflogii og disse to er trivielt signifikante).  
Som for algedyrkningsforsøget anvendtes en MANOVA test med efterfølgende parvis post-hoc Tukey 
test. Der testes for ens varians ved hjælp af Levene’s test hvilket er opfyldt for alle aminosyrer med 
undtagelse af glutamin, glycin, prolin, serin, taurin og isoleucin.  
Forskellene i koncentration af de seks omtalte aminosyrer undersøges ved (α < 0,05), her er leucin, 
alanin, asparagin, asparaginsyre, glutamin og cystein signifikante dog med p-værdier der alle er større 
end 0,02. Sammenlignes med den essentielle aminosyreprofil i Figur 17 ses det dog at (med undtagelse 
af histidin) er tendensen til at der er et højere aminosyreindhold i copepoder fodret på K-1487 (blå) i 
forhold til dem fodret på 995/5 (rød) er den samme for dag 2, 4 og 7 og hvis alle data derfor kunne 
behandles under en test ville man med stor sandsynlighed se at indholdet af aminosyrer i copepoder 
fodret på K-1487 set over hele perioden var større end dem fodret på stammen 995/5.  
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Figur 17; Essentielle aminosyrer absolut indhold. Det totale aminosyreindhold vokser hurtigt i takt med at nauplii vokser. 
Rød: Rhodomonas CCAP 995/5, blå: Rhodomonas K-1487 og Grøn: T. weissflogii. Y-aksen angiver det absolutte indhold som 
nanogram/nauplii og X-aksen dage under forsøget. Se tekst for detaljer. 
 
 
40 
 
 
Figur 18; Ikke-essentielle aminosyrer absolut indhold.  Rød: Rhodomonas CCAP 995/5, blå: Rhodomonas K-1487 og Grøn: T. 
weissflogii. Y-aksen angiver det absolutte indhold som nanogram/nauplii og X-aksen dage under forsøget. Se tekst for 
detaljer.  
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Diskussion  
Rapportens formål er at bestemme om forskel i FAS indhold i forskellige stammer af mikroalger påvirker 
indholdet af frie aminosyrer i nauplii fodret på mikroalgerne. Vi vil opdele diskussionen af de opnåede 
resultater i to sektioner: 
Nauplii 
Det simpleste mål for nauplii udvikling er deres gennemsnitlige kropslængde. Som det kan ses på Figur 
10, s.31 er der ikke statistisk signifikante forskelle i nauplii udviklingen som målt med kropslængden ved 
fodring på de nært beslægtede Rhodomonas stammer, hvorimod der er betydelig langsommere vækst 
(målt som kropslængde) ved fodring med T. weissflogii. En væsentlig del af forklaringen skyldes at 
sidstnævnte er større (ca. 11,7 µm ESD) og ligger i udkanten af naupliusens optagelsesspektra efter 
[Berggreen et al., 1988]; dette skal ses i kontrast til [Ismar et al., 2008] hvor det ellers er angivet at T. 
weissflogii er velegnet som føde til nauplii. Når aminosyreindholdet måles over fodringsperioden (dag 0 
til dag 7) ses det at det totale aminosyreindhold (Figur 11, s.32) vokser og der er indikationer af an 
forskel i aminosyreindhold mellem K-1487 og CCAP 995/5. Dog er de målte værdier ikke statistisk 
signifikante. T. weissflogii har til sammenligning et meget lavt aminosyreindhold konsistent med at den 
har begrænset vækst.  
Undersøges fordelingen over de enkelt aminosyrer (Figur 17, s39 og Figur 18, s40) ses igen at nauplii 
opfordret på T. weissflogii har meget lavt indhold af aminosyrer og indholdet ikke vokser over 
vækstperioden. Sammenlignes nauplii opfodret på K-1487 og CCAP 995/5 ses det at indholdet af 
aminosyrer, som forventet, vokser over perioden, og der er indikationer af at nauplii opfodret på K-1487 
generelt ligger en smule over indholdet i nauplii opfodret på CCAP 995/5, særligt i de første dage af 
vækstperioden. Denne forskel blev testet for statistisk signifikans ved at sammenligne 
aminosyreindholdet på dag 4 mellem copepoder fodret på K-1487 og CCAP 995/5. Der blev fundet 
statistisk signifikante forskelle på enkelte aminosyrer (leucin, alanin, asparagin, asparaginsyre og 
glutamin). Det skal bemærkes at tendensen for højere aminosyreindhold gik igen for dag 2 og 7 og set 
over den samlede periode kan det konkluderes at der med stor sandsynlighed er tale om et højere 
indhold flere aminosyrer i copepoder fodret på Rhodomonas K-1487. 
Hvad skyldes denne forskel? Generelt er der to muligheder. Enten skyldes det en usikkerhed i 
målingerne af aminosyrer. En nærliggende mulighed er at prøverne af nauplii opfodret på K-1487 
indeholder flere nauplii og at de dermed vil blive målt til at have et højere aminosyreindhold. Denne 
forklaring er ligetil, men den forklarer dårligt hvorfor forskellen observeres systematisk over flere dage. 
Bemærk at prøveudtagningen af nauplii (ved uafhængigt for hver prøve at bestemme koncentrationen 
og derefter udtage nauplii) betyder at der er tale om flere uafhængige fejl foretaget på forskellige dage 
som forskyder resultaterne i samme retning. Andre muligheder for at indføre systematisk variation 
gennem metodefejl blev forsøgt kontrolleret ved for eksempel at placere kolberne tilfældigt mellem 
hinanden og at måle på nauplii i blandet rækkefølge for at undgå stor tidsmæssig forskydning (måling af 
alle kulturer tog op til 8 timer). 
Det efterlader biologiske forklaringer. Her bør det bemærkes at der skal skelnes mellem to muligheder. 
Den første er hvad denne rapport forsøger at undersøge, nemlig en (artsbestemt) systematisk forskel i 
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aminosyreprofilen (som bestemt i det indledende dyrkningsforsøg) af mikroalger som påvirker indholdet 
af FAS i nauplii. Den anden mulighed er en forskel i indholdet af aminosyrer af mikroalger grundet 
vækstbetingelser. Som nævnt er den artsbestemte variation i samme størrelsesorden som variationen i 
aminosyreprofilen der skyldes forskel i vækstbetingelser for mikroalgerne. Den mest dramatiske 
illustration herpå er at se i Figur 8, s.29 hvor der dokumenteres (med små måleusikkerheder) en 
betydelig reduktion af især de essentielle aminosyrer gennem forsøgsperioden (7 dage). Det er rimeligt 
at antage at en evt. påvirkning af nauplii aminosyreprofil grundet foderets indhold af aminosyrer ikke 
bliver påvirket af årsagen til foderets variation af aminosyrer (artsbestemt eller grundet en 
miljøpåvirkning). Resultatet kan således tages som en indikation på at aminosyreindholdet i foder 
muligvis har påvirket aminosyreindholdet i nauplii, men det kan ikke siges om det skyldes genetiske 
forskelle i mikroalger eller miljøpåvirkninger. 
Bestemmelsen af aminosyreindholdet per nauplii ved først at estimere koncentrationen af nauplii ud fra 
stikprøvern kan forventes at give anledning til en variation (som følger en Poissonfordeling) således at 
når få dyr udtages vil bestemmelse af aminosyreindholdet variere systematisk mellem prøvereplikaterne 
hvilket også ses i prøvemålingen i Figur 12, s.33. Denne fejlkilde kan mindskes ved at bruge det relative 
indhold af aminosyrer. Gøres dette (se Figur 15, s. 36 og Figur 16, s. 37) ses en betydelig forskel i 
aminosyreprofiler; for nauplii fodret med T. Weissflogii ses tydeligt en forringelse af de essentielle 
aminosyrer og prolin, imens det relative og absolutte indholdet af taurin er markant forøget. Tendenser 
der også ses for den ikke-fodrede kontrolgruppe. 
Skulle forsøget gentages anbefales det at benytte en eksplicit optælling af nauplii ved skanning som 
beskrevet i [Vu et al., 2014] og foretage automatisk optælling som beskrevet i artiklen. Herved kan 
antallet af nauplii bestemmes med en sikkerhed på 92,8 % og således undgå usikkerhederne forbundet 
ved stikprøvemetoden [Vu et al., 2014]. Dette prøvetagningsprincip blev testet med succes efter 
immobilisering af nauplii med CO2 efterfulgt af scanning. Metoden tager kun 4 minutter og vil både 
forsimple det temmelig tidskrævende laboratoriearbejde og mindske usikkerheden væsentlig. 
Mikroalger 
En vigtig konklusion på analyserne af frie aminosyrer i mikroalgerne er hvor følsomt aminosyreindholdet 
er overfor vækstbetingelser. I det indledende dyrkningsforsøg ses en markant forskel i koncentrationen 
af Rhodomonas CCAP 995/5 og K-1487 på trods af at disse er den samme art og det ellers omhyggeligt 
var forsøgt at give dem de samme dyrkningsbetingelser. Denne forskel anslås at være forklaret ved en 
mindre forskel i lufttilførslen da der halvvejs gennem forsøget blev observeret algeudfældning. Som det 
ses i Figur 5, s.23 og Figur 6, s.24 er der signifikant forskel i aminosyreindholdet i de 6 dyrkede stammer 
af mikroalger. Forskellen varierer mellem de enkelte aminosyrer og vigtigt for projektet er den størst for 
de essentielle FAS. Det kan derfor konkluderes at der er forskel i aminosyreprofilen af de dyrkede 
mikroalger og på basis af dette blev de tre mikroalger (T. weissflogii og Rhodomonas CCAP 995/5, K-
1487) udvalgt til fodringsforsøget. Det skal bemærkes at vi ikke kan afgøre om denne forskel skyldes 
genetik eller miljøpåvirkninger.  
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Væsentligt er det også at indholdet af aminosyrer indenfor den samme stamme ændrer sig mellem 
dyrkningsforsøget og fodringsforsøget. Sammenlignes fx indholdet af lysin for K-1487 i 
dyrkningsforsøget Figur 5, s.23 (omtrent 0.05g/L) med indholdet af lysin i K-1487 i fodringsforsøget Figur 
8, s.29 (omtrent 0.14g/L) er disse tydeligt meget forskellige og generelt er indholdet af de essentielle 
aminosyrer betydeligt højere i fodringsforsøget. Det ses også af Figur 8, s.29 at 
aminosyrekoncentrationen reduceres betydeligt indenfor en enkelt stamme fra start til slut af 
fodringsforsøget. Der kan tænkes flere mulige forklaringer heriblandt: 
 For det første kan der have været utilstrækkelig næring i dyrkningskolberne. Dvs. mikroalgerne har 
mod slutningen af forsøget haft for lidt næring til rådighed og har reageret ved ændring i 
aminosyreprofilen 
 Der kan have været et problem med F/2 næringsmediet 
 Der kan være sket en fejldosering af næringsmediet en af dagene 
 
Af disse kan den anden og den tredje forklaring sandsynligvis udelukkes fordi mikroalgerne blev 
behandlet med stor forsigtighed efter problemerne i det første dyrkningsforsøg. Der blev eksempelvis 
forberedt en flaske F/2 medie til hver af de tre algetyper, og der skal således være tale om en gentagelse 
af en ret elementær fejl for at Rhodomonas CCAP 995/5 og K-1487 stammerne begge skulle vise det 
lavere FAS indhold i dag 7. Dette tyder på at mikroalgerne er meget letpåvirkelige af miljøet hvilket også 
diskuteret af [Knuckey et al., 2005] som rapporter dyrkningsvanskeligheder i forbindelse med et 
fodringsforsøg af copepoden Acartia Sinjiensis med flere algetyper. Det blev fundet nødvendigt at have 
specielle dyrkningsforhold (højere næringskoncentration) for mikroalgen Rhodomonas baltica. Ved 
batchdyrkning med F/2 medie (som i dette studie) blev der observerer ustabilitet og skift i vækstfaser, 
hvilket som beskrevet i alge teoriafsnittet kan forventes at sætte spor i aminosyreindholdet. På grund af 
de store sammenfaldt mellem dette studie og dette projekt er det nærliggende at formode at disse 
vanskeligheder også kan have påvirket dyrkningsforsøget i dette projekt, og at en højere 
næringskoncentration kunne have hjulpet. 
 
Taget sammen med de andre observationer er der evidens for at indholdet af frie aminosyrer er meget 
påvirkeligt af dyrkningsbetingelserne. Hvis FAS benyttes til at vurdere den fodermæssige kvalitet af 
forskellige algestammer bør man derfor undersøge dyrkningsbetingelser tættest muligt på de industrielt 
relevante dyrkningsforhold, og indføre stor kontrol med alle dyrkningsparametre såsom lys, 
næringstilførsel, algekoncentration, lufttilførsel etc. samt benytte flere replikater ligesom 
aminosyreprofilen bør måles undervejs i forsøget og ikke antages at være konstant. Vigtige skridt hertil 
er dokumenteret i et nyligt studie af [Vu et al., 2015] for Rhodomonas salina K-1487 som desværre 
udkom efter forsøgene i denne rapport var gennemført. 
I et fodringsforsøg vil dyrkningsbetingelserne for algerne være forskellig fra de betingelser der gælder i 
kolben med copepoder (lav næring og lys). Disse forskelle vil være væsentligt større end dem der gælder 
mellem dyrkningsforsøgene og fodringsforsøgene og må derfor forventes at påvirke aminosyreprofilen 
af algerne under selve fodringen. Hvor hurtigt denne ændring indtræder er ubekendt og kunne gøres til 
genstand for yderligere studier.  
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Figur 19; Sammenligning af det totale aminosyreindhold (TAS) med det frie aminosyreindhold (FAS) for Rhodomonas salina 
K-1487 og Thalassiosira weissflogii i vægtprocent. TAS blev for R. salina bestemt i tidligere projekt ([Herlau, 2015]) ved sur 
hydrolyse i 24 timer og viste lille forskel fra litteraturværdi som beskrevet i [Dunstan et al., 2005]. TAS for T. weissflogii er 
beskrevet på http://reedmariculture.com/support_algae_nutritional_proximate_profile.php. As(x) angiver summen af 
asparagin (Asn) og asparaginsyre (Asp). Gl(x) angiver summen af glutamin (Gln) og glutaminsyre (Glu). For R. salina er det frie 
argininindhold (arg) 25 % men aksen overskrides. 
 
Et positivt resultat i forhold til opgaven er imidlertid at der er væsentlige forskelle i aminosyreindholdet 
af mikroalger og denne forskel er betinget af art/stamme og formentlig også vækstbetingelser, selvom 
disse forsøg ikke tillader os at bestemme disse faktorers nøjagtige indflydelse. Dyrkningseksperimentet 
finder også det forventelige biologiske resultat at der er større variation i indholdet af aminosyrer 
mellem fjernere beslægtede arter (fx T. weissflogii i forhold til Rhodomonas 995/5 og K-1487). 
Mange studier af aminosyreindholdet i mikroalger fokuserer på det totale indhold af aminosyrer og ikke 
indholdet af frie aminosyrer [Brown et al., 1997]. I Figur 19 sammenlignes indholdet af frie aminosyrer 
(fra dyrkningsforsøget) med det totale aminosyreindhold som bestemt I [Herlau, 2015]). Det ses især for 
de essentielle aminosyrer at indholdet af totale aminosyrer ikke er en nøjagtig indikator af indholdet af 
frie aminosyrer. Generelt er der en mere jævn fordeling af de enkelte aminosyrer baseret på det totale 
aminosyreindhold og en mere skæv fordeling af de frie aminosyrer og dette indikerer nødvendigheden 
af at måle indholdet af de frie aminosyrer direkte.  
Endeligt bør det påpeges at der er andre parametre for en mikroalge der bestemmer dens velegnethed 
til foder end indholdet af frie aminosyrer, såsom hvor hurtigt den fordøjes, dens indhold af andre 
næringsstoffer såsom fedtsyrer og dens størrelse.  
 
 
45 
 
Konklusion 
Alger 
Det frie aminosyreindhold for de fem Rhodomonas stammer viste større ensartethed i forhold til 
sammenligning med en taksonomisk fjernere art - kiselalgen Thalassiosira weissflogii – i 
overensstemmelse med projekthypotesen (se Figur 5 og Figur 6 s 23 og 24).  
Der blev indledningsvis målt en forskel i vækstrate, ESD og aminosyreindhold mellem de to Rhodomonas 
stammer K-1487 og CCAP 995/5, hvorfor de sammen med T. weissflogii blev udvalgt til foderforsøget. 
Forskellene i aminosyreindholdet mellem stammerne var i flere tilfælde statistisk signifikante. 
Aminosyremåling på de udvalgte stammer Rhodomonas før og efter foderforsøget viste et betydeligt 
fald i indholdet af FAS for de fleste aminosyrer ved forsøgets slutning, et resultat der var konsistent for 
begge Rhodomonas stammer. Derimod var T. weissflogii mere konsistent mht. vedligeholdelse af den 
frie aminosyreprofil. Resultaterne viser at aminosyreprofilen af Rhodomonas spp let kan ændres selvom 
de ydre betingelser forsøges at holdes konstant; dette er i overensstemmelse med erfaringer i [Knuckey 
et al., 2005]. Disse miljøbestemte udsving vanskeliggør konklusionen omkring hvorvidt der er genetisk 
bestemte forskelle i FAS indholdet mellem Rhodomonas stammerne.  Da Rhodomonas spp er en 
almindelig valgt fødekilde til copepoder forstærker det vigtigheden af at vide om sådanne udsving i 
aminosyresammensætning har en indflydelse på copepodernes udvikling og næringsmæssige kvalitet. 
Copepoder 
Copepodernes vækst målt ved nauplii kropslængde var ligeledes identisk for nauplii fodret med 
Rhodomonas stammerne. Til forskel var der betydelig langsommere udvikling (målt ved længden) for 
nauplii opfodret med T. weissflogii. Ved dag 7 havde nauplii tilført T. weissflogii opnået en lignende 
kropslængde som nauplii dag 2 på Rhodomonas. Resultaterne tyder på at nauplii har vanskeligt ved at 
indtage kiselalgen i de tidligste stadier, hvilket skyldes at algen er større (ESD = 12,5 µm) end 
Rhodomonas (ESD = 9,2 µm) og derved ligger på grænsen af optagelsesspektret lige efter klækning efter 
[Berggreen et al., 1988]. Der observeres en mindre forskel i det totale indhold af FAS i copepoder fodret 
på K-1487 og CCAP 995/5 over forsøgsperioden og en stor forskel i det totale indhold af FAS i copepoder 
fodret på T. Weissflogii i forhold til de to fornævnte stammer grundet sult (Figur 11, s.32). Dette billede 
gentages for de essentielle aminosyrer (Figur 17, s.39).  
Der blev ligeledes observeret en betydelig forskel i aminosyreprofilen ved sammenligning af stammer 
fodret på T. Weissflogii og Rhodomonas K-1487/995/5, med speciel forringelse af de essentielle 
aminosyrer og prolin, imens det relative og absolutte indholdet af taurin blev markant forøget for nauplii 
på T. weissflogii. Der blev fundet (marginal) statistisk signifikant forøgelse af indholdet af leucin, alanin, 
asparagin asparaginsyre og glutamin i copepoder fodret med Rhodomonas salina K-1487 sammenlignet 
med Rhodomonas CCAP 995/5 på dag 4, en tendens der også går igen på dag 2 og 7.  
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Overordnet er det ikke muligt at konkludere væsentlige forskelle i aminosyreprofilen af nauplii fodret på 
forskellige arter af mikroalger, en undtagelse er T. weissflogii hvor resultatet er trivielt og formentlig 
skyldes udsultning. Dette kan ses som et negativt resultat, men det er et resultat som er opnået 
sammen med andre vigtige lektier. For det første rent laboratorieteknisk, hvor målingen af 
aminosyreindholdet ved HLPC fluorescens viste sig vanskeligere end først antaget og det var først efter 
noget forarbejde at der opnåedes en god protokol for bestemmelse af aminosyreindholdet. For at 
opsummere foreslås følgende tiltag for målinger af denne type: 
 Der er betydelig risiko for forurening af prøver og reagener. Det anbefales at alle der kommer i 
nærkontakt med reagenser er pyroliseret, og at der altid bruges handsker, etc. og der anlægges stor 
omhu i hvordan kapsler tages af og på flasker med buffer, AQC opløsning etc. 
 Målinger bør foretages på blanke prøver for at bestemme usikkerhed i prøveresultaterne 
 Indholdet af bestemte aminosyrer (fx Gabba) kan ikke bestemmes ved disse metoder; det bør tages i 
mente at fejlen i bestemmelse af aminosyrer der forekommer i lav koncentration er meget betydelig 
 Men såfremt disse forholdsregler tages viser resultaterne at det er muligt at bestemme 
aminosyreindholdet med rimelig nøjagtighed. 
Et andet resultat er at aminosyreindholdet i mikroalger ikke kan forudsiges ud fra det totale 
aminosyreindhold, og at det let påvirkes af små miljøvariable også selvom disse forsøges at holdes 
konstant. Den mest dramatiske illustration er variationen af aminosyrer i Rhodomonas K-1487 og CCAP 
995/5 der varierede væsentligt over de syv dage fodringsforsøget forløb. Ændringen i aminosyreprofilen 
er sammenlignelig med den artsbestemte forskel i dyrkningsforsøget, og der udgår en betydelig 
vanskelighed for forsøg hvor fodertypen for nauplii forsøges optimeret. Det foreslås at: 
 Aminosyreprofilen for en enkelt art af mikroalger ikke antages at være konstant under forsøgets 
udførsel og især ikke mellem forsøg. 
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Perspektivering 
Opdræt af fisk er en industri i hastig vækst og vil udgøre en stadig vigtigere næringskilde for jordens 
befolkning. Selv en mindre optimering i fiskeopdræt kan derved både være af stor national og 
kommerciel interesse, men også potentielt være et lille skridt imod en mere bæredygtig og sikker 
madforsyning for milliarder af mennesker. Brugen af copepoder som levendefoder, og optimering af 
deres næringsprofil, kan derfor være af stor vigtighed hvilket gør viden om copepoder værdifuld. I dette 
projekt er det forsøgt at tage små skridt mod at etablere sådan viden, nemlig om copepoders 
aminosyreprofil kan ændres (og hvordan den ændres!) når copepoder opfodres på forskellige stammer 
af mikroalger. Det er vigtigt at slå fast at ethvert sådan resultat skal ses i lyset af den endelige 
produktionscyklus for fiskeyngel. Det skal fastslås at en forskydning af aminosyreprofilen for copepoder 
er relevant i forhold til væksten og trivslen af specifik fiskeyngel under kommercielt relevante forhold. Et 
sådan projekt vil inddrage endnu et led i fødekæden i forhold til dette projekt, nemlig fiskeynglen, og 
være nødt til at trække på industrielle samarbejdspartnere for at etablere hvad der udgør kommercielt 
relevante forhold for fiskeyngel, copepoder og mikroalger.  
Dette projekt har afdækket en mulig ændring af aminosyreindholdet i copepoder under opfodring med 
forskellige mikroalger, men nok vigtigere har projektet vist at foderet til copepoder, en specifik 
mikroalge, kun er en af flere relevante parametre for at styre mikroalgens aminosyreindhold. Set i et 
bredere perspektiv bør disse forhold ikke ses som irritationsmoment i forhold til at få pålidelige data, 
men som endnu et relevant parameter der bør undersøges (og evt. optimeres) i en kommerciel 
situation. Endeligt har dette projekt afdækket nogle af de elementære empiriske vanskeligheder i 
forbindelse med optimering af aminosyreprofilen, nemlig målingsusikkerheder, og foreslået konkrete 
praktiske tiltag. Godheden af disse tiltag (og videre optimering samt etablering af usikkerheden ved 
aminosyremåling) er endnu et vigtigt tværfagligt område der bør inddrages i dette projekt.   
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Appendiks 
 
Integral af derivationsblanke som procent af laveste standard 
 
Figur 20 Figuren viser størrelsen af integrationsarealet fra 9 derivatationsblanke prøver (højden af de 9 individuelle søjler) 
sammenlignet med integrationsarealerne af den laveste aminosyrestandard (1,25 µM). Ideelt set skulle søjlerne være 0 og 
indikerer at det for mange aminosyrer vil være forbundet med stor usikkerhed på grund af forurening at måle et indhold 
under 1,25 µM.  
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Koncentration af frie aminosyrer sammenlignet med blanke saltvandsprøver 
 
 
Figur 21 måling af aminosyrer i blank saltvandsprøve sammenlignet med aminosyreindholdet målt i en prøve af Rhodomonas 
Salina K-1487. 
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Påvirkning af målte indhold af frie aminosyrer ved forskellig inddampningstid  
 
Figur 22 Opkoncentrering af aminosyreprøverne udføres ved inddampning (nitrogen, 40  ̊C) til tørhed. Figuren undersøger 
om forsættelse ved inddampning fra 15 til 30 minutter påvirker aminosyreprofilen. Det findes at der kun er mindre 
påvirkning for enkelte aminosyrer hvilket indikerer inddampningen er en mindre kilde til usikkerhed. Bemærk at 
inddampningstiden i forsøgene aldrig overstiger 20 minutter.  
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Tab ved addition på målte aminosyrer 
 
 
 
 
 
Figur 23 Undersøgelse af tab ved standard addition. Figuren viser det genfundne indhold af aminosyrer (y-aksen) ved 
addition af aminosyre (x-aksen). Ideelt skulle hældningskoefficienten være 1, dette er tilnærmelsesvist opfyldt for 
aminosyrerne.  At hældningskoefficienten er nær 1, og især at der er linearitet, indikerer ikke tab ved 
opkoncentreringsproceduren. 
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Sammenligning af analyse på RUC med replikate analyser foretaget på KU 
 
 
Figur 24 Sammenligning af måling af aminosyrer i en prøve af Rhodomonas Salina som er tidligere bestemt i tre 
analysereplikater af professor Niels O.G. Jørgensen ved kemisk institut på Københavns Universitet. Der er god kvalitativ 
overensstemmelse. 
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Vurdering af aminosyreforurening i forsøgskolber for dag 7 
 
 
Figur 25 Aminosyreforurening i forsøgskolbe dag 7. Kolben med copepoder blev tilsat få dråber sur lugol og der blev udtaget 
en prøve med præcis samme metode som beskrevet i metodeafsnittet om nauplii prøver, dog uden nauplii da de var 
bundfaldet. Figuren angiver derved forurening ved prøvetagning som ellers ville tillægges aminosyreindholdet i nauplii. 
Dette er plottet relativt til indholdet i prøven med nauplii og ses at udgøre en mindre (5-10%) procentdel for de fleste 
aminosyrer og Orn (som er vanskelig at bestemme) undtaget. Indholdet er procentvist større for T. Weissflogii fordi denne 
voksede mindre under eksperimentet. 
 
  
58 
 
Eksempel på chromatogram for kørsel af Rhodomonas salina K-1487 
 
 
Figur 26; Chromatogram af Rhodomonas salina ekstrakt. Arealet under hver af toppene er relateret til indholdet af den 
pågældende aminosyre. Som man kan se for små flade toppe vil meget af arealet være koncentreret nær bunden og der vil 
derfor være større usikkerhed pga. variation i integrationsgrænserne. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
